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1 Einleitung 
1.1 Das Gallensteinleiden 
Gallensteine sind Konkremente, die in der Gallenblase oder in intra- oder extrahepatischen 
Gallenwegen entstehen und aus den Bestandteilen der Galle zusammengesetzt sind. Nach den 
Hauptkomponenten ihres Aufbaus unterscheidet man Cholesterinsteine mit einem 
Cholesteringehalt von > 50% des Trockengewichts, die etwa bei 75% der Steinträger 
vorkommen, und Pigmentsteine, die vorwiegend aus polymerisiertem Bilirubin und Calcium 
bestehen und sich bei den restlichen 25% manifestieren. Bei den Pigmentsteinen unterscheidet 
man braune und schwarze Steine, wobei die mit einer Prävalenz von 20% häufiger 
vorkommenden braunen Steine vor allem in den Gallengängen zu finden sind und meist 
gleichzeitig eine infizierte Galle vorliegt. Die Zahl der Gallensteine kann bei einzelnen 
Patienten zwischen einem einzelnen Solitärstein und einer Vielzahl kleinster Steine 
variieren (Buscher, 1987).  
 
 
 
Abb. 1 Gallensteine und ihre unterschiedlichen Ausprägungsformen 
(Quelle: Basislehrbuch Innere Medizin, Urban & Fischer Verlag 2004; S. 696) 
 
Gallensteine treten weltweit regional und ethnologisch unterschiedlich häufig auf (Bennion et 
Knowler, 1980; Brett et Barker, 1976; Burkitt et Tunstall, 1975). Dies lässt sich zum einen 
mit unterschiedlichen Ernährungs- und Lebensgewohnheiten, zum anderen auch mit einer 
unterschiedlichen genetischen Disposition verschiedener ethnischer Gruppen erklären. 
Extremfall ist einerseits der Kontinent Afrika mit der niedrigsten Steinprävalenz von ca. 1% 
(Edington, 1957), andererseits die Gruppe der nordamerikanischen Pima-Indianer mit einer 
Gallensteinprävalenz von über 70% bei Frauen zwischen dem 25. und 35. Lebensjahr 
(Comess et al., 1967; Sampliner et al., 1970). Die höchsten Prävalenzen finden sich in 
Europa, sowie in Nord- und Südamerika (Everhardt et al., 1999). In Asien treten Gallensteine 
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wesentlich seltener auf (Khuroo et al., 1989; Nomura et al., 1988; Sarin et al., 1986). In 
Deutschland rechnet man mit einer Gallensteinprävalenz von 12%, also etwa 10 Millionen 
Steinträgern insgesamt. Frauen sind doppelt so häufig betroffen wie Männer. Nur ca. 25-30% 
aller Steinträger entwickeln im weiteren Verlauf Symptome in Form von plötzlich 
auftretenden, kolikartigen Schmerzen im rechten Oberbauch, Übelkeit, Erbrechen, Fieber oder 
Gelbsucht (Marshall et Matern, 1999; Sherlock et Dooley, 1997). 
Es gibt verschiedene Mechanismen, die zur Entstehung einer lithogenen (steinbildenden) 
Galle führen (Apstein et Carey, 1996; Busch et Matern, 1991; Paumgartner et Sauerbruch, 
1991). Der wichtigste ist die Übersättigung der Galle mit der zu präzipitierenden Substanz 
(Cholesterin bzw. Bilirubin und Ca
2+
). Durch die Bildung von gemischten Mizellen  
bestehend aus Gallensäuren und Phospholipiden, zumeist Lecithin (Phosphatidylcholin), 
können diese wasserunlöslichen Substanzen  normalerweise in  Lösung gehalten werden. Sind 
allerdings mehr Moleküle in der Galle vorhanden als in den Mizellen gelöst werden können, 
kommt es zu einer Übersättigung, die mit Hilfe des lithogenen Index (LI) präzisiert werden 
kann (Buscher, 1987):  
 
Werte des LI gleich oder größer als 1 sprechen für eine Cholesterinübersättigung der Galle. 
Diese kann hervorgerufen werden durch eine hepatische Hypersekretion von Cholesterin, 
durch eine herabgesetzte Sekretion von Gallensäuren und Phospholipiden aus der Leber oder 
durch eine Kombination aus beidem (Berr et al., 1992; Büning et Schmidt, 2005, LaMont et 
Carey, 1992).   
Ein zweiter wichtiger Mechanismus, der die Cholelithiasis begünstigt, ist die Nukleation von 
Cholesterinkristallen, welche in lithogener Galle stark beschleunigt ist. Unter Nukleation 
versteht man die spontane Bildung submikroskopischer Aggregate, die sich entweder wieder 
auflösen oder zu mikroskopischen Kristallen heranwachsen können (Marshall et Matern, 
1999). Sowohl ein Überschuss an nukleationsfördernden als auch ein Mangel an 
nukleationshemmenden Faktoren kann die Nukleation von Cholesterinkristallen in der Galle 
beschleunigen. Dabei scheinen muzinöse und nicht muzinöse Glykoproteine                                
(a1-Glykoprotein, Aminopeptidase N, Immunglobulin G und M und Phospholipase C) 
fördernde Faktoren zu sein, während die Apolipoproteine AI und AII und andere 
        
        Cholesterin 
LI = Gallensäuren x Lecithin 
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Glykoproteine wie das Immunglobulin A vermutlich inhibierend wirken (Büning et Schmidt, 
2005; Busch et al., 1998). 
Ein dritter wichtiger Mechanismus der Gallenstein-Bildung ist die Hypomotilität der 
Gallenblase. Neben der Lipidzusammensetzung der Galle und den kinetischen Faktoren 
bestimmt die Verweilzeit der Galle in der Gallenblase darüber, ob Cholesterin 
auskristallisieren kann. Bei normaler Nahrungsaufnahme bleibt die erforderliche 
Äquilibrierung bei den meisten Menschen durch wiederholte Gallenblasenkontraktionen aus. 
Auf Grund fehlender Stimulation wie beispielsweise im Fastenzustand oder unter totaler 
parenteraler Ernährung wird bei diesen Patienten die Gallenblase zu selten entleert (Roslyn et 
al., 1983). Man geht davon aus, dass bei Gallensteinpatienten eine abnorme 
Gallenblasenmotilität mit einem Anstieg sowohl des Gallenblasenvolumens im 
Nüchternzustand als auch des Residualvolumens nach Sekretionsreiz vorliegt (Marshall et 
Matern, 1999;  Pauletzki, 1996). 
       
  Abb. 2 Gallensteinpathogenese 
(Quelle: Thiemes Innere Medizin - TIM, Georg Thieme Verlag Stuttgart 1999; S.791) 
 
Neben diesen drei wichtigen und allseits bekannten Mechanismen, die die Pathogenese der 
Gallensteinbildung beeinflussen, scheint auch eine infektiöse Ätiologie von Bedeutung zu 
sein. So konnte gezeigt werden, dass ein bakterieller Biofilm die Oberfläche fast aller 
Gallensteine bedeckt (Swidsinski et Lee, 2001). Daneben fanden Forscher heraus, dass das 
Cholesterin in Gallensteinen zum Teil in oxidierter Form vorliegt und dass die Menge dieser 
Oxysterole mit der Höhe der bakteriellen DNA auf Gallensteinen korreliert (Lee, 2004).  
Möglicherweise entstehen sie durch Oxidation von biliärem Cholesterin als eine Folge einer 
Bakterien-Leukozyten-Interaktion (Wang et Afdahl, 2001).     
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In einer Mausmodell-Studie von Maurer et al. konnte gezeigt werden, dass vor allem einige 
Helicobacter Spezies maßgeblich an der Entstehung der Cholelithiasis beteiligt sind. 
Besonders die Koinfektion mit H. hepaticus und H. rodentium und die Monoinfektion mit    
H. bilis scheinen außerordentlich große Auswirkungen auf die Entwicklung einer lithogenen 
Galle zu haben, während andere Helicobacter Arten die Bildung von Gallensteinen nicht 
signifikant beeinflussen (Maurer et al., 2005). So konnte die gleiche Forschergruppe ebenfalls 
nachweisen, dass H.pylori nicht in die Pathogenese der Cholelithiasis involviert ist, auch 
wenn frühere Studien zu dieser Annahme verleiten (Maurer et al., 2006; Monstein et al., 
2002).  
Die klassische Risikokonstellation für das Auftreten von Gallensteinen umfasst sowohl 
endogene als auch exogene Faktoren. In der allgemein akzeptierten „ 5-F-Formel“ female, 
fair, fat, forty, fertile, (weiblich, hellhäutig, übergewichtig, über vierzig, mehrere Kinder) sind 
die wichtigsten Risikofaktoren zusammengefasst (Attili et al., 1997; Lehnert et Riepl, 2001; 
Maclure et al., 1989; Volzke et al., 2005). Weiterhin tragen schnelle Gewichtsabnahme, totale 
parenterale Ernährung, Krankheiten des Ileums wie Morbus Crohn und einige Medikamente 
wie Östrogene, Clofibrat und Ceftriaxon zur Krankheitsentstehung der Cholelithiasis bei 
(Browning et Horton, 2003). Daneben weisen ethnische Unterschiede und die familiäre 
Häufung von Gallensteinen auf eine genetische Prädisposition hin (Gilat et al., 1983; Nakeeb 
et al., 2002; Sarin et al., 1995). Die Diagnostik der Cholelithiasis beruht im Wesentlichen auf 
der Oberbauchsonographie. Andere Untersuchungsverfahren wie die Computertomographie, 
die endoskopische retrograde Cholangio-Pankreatikographie (ERCP), die Magnetresonanz-
Cholangio-Pankreatikographie (MRCP) oder die hepatobiliäre Funktionsszintigraphie werden 
lediglich bei spezieller Indikation angewendet (Marshall et Matern 1999). 
 
 
 
Abb. 3 Gallenblase mit Gallensteinen im Ultraschallbild 
                   (Quelle: www.patientenleitlinien.de/Gallensteine/gallensteine.html) 
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Die Therapie der Cholelithiasis richtet sich danach, ob die Patienten Symptome aufweisen 
oder asymptomatische Steinträger sind. Die Standardtherapie des symptomatischen 
Gallensteinleidens ist die laparoskopische Cholezystektomie (Bellows et al., 2005). Bei 
asymptomatischen Patienten wird abgewartet und lediglich beim Auftreten von 
Komplikationen interveniert (Picci et al., 2005).  In Deutschland werden jährlich ca.140.000 
Gallenblasen entnommen. Durch stationäre Aufenthalte und Pflegetage entstehen Kosten von 
über 500 Millionen Euro pro Jahr (Bundesministerium für Gesundheit, 1993; Gerste, 2001). 
Das Gallensteinleiden ist somit eine der kostenintensivsten gastroenterologischen 
Erkrankungen in Deutschland. Sinnvolle Primärprävention kann durch körperliche Aktivität 
zur Steigerung der Gallenblasenmotilität, langsame Gewichtsreduktion zur Senkung der 
biliären Cholesterinsekretion, Vitamin C Substitution und mäßigen Kaffeekonsum geleistet 
werden (Lammert et Matern, 2004). Darüber hinaus scheint der regelmäßige Verzehr von 
Nüssen das Risiko für eine Cholezystektomie zu senken (Tsai, 2004). 
 
 
 
1.2 Die symptomatische Cholelithiasis 
Hinsichtlich der Symptomatik der Cholelithiasis lassen sich drei verschiedene 
Zustandsformen unterscheiden (Buscher, 1987):  
1) symptomloser, „stummer“ Gallenstein 
2) symptomatischer Stein mit Cholestase und/oder Koliken 
3) „akute Galle“ mit Komplikationen einer akuten Cholezystitis oder Cholangitis 
 
Als „stumm“ werden Gallensteine bezeichnet, die mit keinen oder nur unspezifischen 
Beschwerden wie Übelkeit, Flatulenz, Unverträglichkeit fetter Speisen oder Aufstoßen 
verbunden sind. Diese unspezifischen dyspeptischen Beschwerden treten bei steinfreien 
Personen ebenso häufig auf, wie bei Steinträgern  und können deswegen nicht auf die 
Gallensteine bezogen werden, auch wenn diese nachweisbar sind (Glambek et al., 1989; 
Jørgensen, 1989; Kraag et al., 1995). 
Die kumulative Wahrscheinlichkeit, dass „stumme Steine“ im Laufe der Jahre symptomatisch 
werden, ist nach Langzeitstudien in den USA relativ gering. Sie liegt bei zehn Prozent in fünf 
Jahren, 15 Prozent in zehn Jahren und 18 Prozent in 15 Jahren. Patienten, die über 15 Jahre 
symptomlos bleiben, haben nur ein sehr geringes Risiko, im weiteren Verlauf Symptome zu 
entwickeln. Dahingegen ist das Risiko bei symptomatischen Patienten hoch, dass im weiteren 
Verlauf erneut Koliken auftreten. Außerdem haben sie ein vielfach höheres Risiko,               
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an Komplikationen zu erkranken. Meist gehen den Komplikationen aber rezidivierende 
Koliken voraus (Browning et Horton, 2003; Malet et Rosenberg, 1995; Strasberg, 1997).  
Die akute Gallenkolik ist gekennzeichnet durch Schmerzen im Epigastrium oder im rechten 
Oberbauch von mehr als 15 min. Dauer, die häufig in die rechte Schulter oder in den Rücken 
ausstrahlen. Häufig treten Übelkeit und Erbrechen auf. Die Schmerzintensität nimmt in 
kürzester Zeit rasch zu, bleibt dann plateauförmig bestehen und klingt dann entweder spontan 
oder nach Therapie rasch wieder ab. Der Schmerz ist nicht wellenförmig sondern konstant 
vorhanden und kann im Extremfall bis zu 5 Stunden andauern. Bleibt er über dieses 
Zeitintervall hinweg bestehen oder tritt begleitend Fieber als Symptom auf, müssen 
Komplikationen in Erwägung gezogen werden (Terjung et al., 2003). 
 
 
Abb. 4 George Cruikshank: Die Kolik, 1819 
(Quelle: http://members.inode.at/e_fellner/Gallensteine.htm) 
 
Auslöser für die akute Gallenkolik ist eine Verlegung des ductus cysticus, des ductus 
choledochus oder der Papilla Vateri durch ein Konkrement. Dies führt zu einer Behinderung 
des Galleabflusses mit konsekutiver Cholestase bzw. Druckerhöhung im Gallengangssystem, 
was die oben beschriebene Schmerzsymptomatik hervorruft.  
Neben dieser steinbedingten Kolik gibt es allerdings auch nicht konkrementbedingte  
Ursachen für biliäre Schmerzen. Dazu gehören zum Beispiel die akalkulöse Cholezystitis, 
eine Obstruktion der Gallenwege mit Ascaris lumbricoides, die Xanthogranulomatose der 
Gallenblase oder Gallengangsanomalien einschließlich des Caroli-Syndroms (Parra et al., 
2000, Stain et al., 1995; Uysal et al., 2001).   
Die Entwicklung von Koliken geht nicht immer zwangsläufig mit einer Entzündung der 
Gallenblase einher (Browning et Horton, 2003). Doch scheint die Obstruktion eines duktalen 
Systems den Stimulus für die Sekretion von Cytokinen aus duktalen Epithelzellen zu geben, 
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die durch ein komplexes Zusammenspiel mit weiteren immunoregulatorischen Proteinen eine 
akute Entzündungsreaktion initiieren (Lee, 2004). Möglicherweise besteht bei Patienten mit 
symptomatischer Cholelithiasis eine erhöhte Entzündungsbereitschaft, die durch Variationen 
einzelner DNA Sequenzen genetisch vorgegeben ist. Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss 
von Polymorphismen potentieller Kandidatengene auf die symptomatische Cholelithiasis zu 
bewerten.  
 
1.3 Chemokine und ihre funktionelle Rolle in immunoregulatorischen Prozessen 
Chemokine sind sekretorische Proteine mit einem Molekulargewicht von ca. 8-10 kd, die von 
Leukozyten und Gewebszellen gebildet werden und ihre Wirkung lokal auf autokrinem oder 
parakrinem Weg entfalten (Baggiolini, 2001). Ihre Expression unterliegt der Kontrolle von 
Zytokinen sowie von immunologischen und inflammatorischen Stimulatoren, wie IL-1,   
TNF-α, LPS, Superantigenen, IFN-γ und IL-4. Monozyten, Makrophagen, dendritische 
Zellen, neutrophile Granulozyten, T-Zellen, Fibroblasten und Epithelzellen sind einige 
Beispiele für Zelltypen, die in der Lage sind, Chemokine zu exprimieren (DeVries et al., 
1999). Ihre chemotaktische Funktion üben sie vor allem auf Neutrophile, mononukleäre 
Zellen und Lymphozyten aus (Strieter et al., 1996). Chemokine spielen eine wichtige Rolle 
bei Entzündungsreaktionen. Sie sorgen für eine zeitgerechte Rekrutierung von spezifischen 
Leukozytenpopulationen aus der Blutbahn  in das geschädigte Gewebe. Darüber hinaus sind 
sie an Prozessen wie Angiogenese, Mitogenese, Hämatopoese und Organogenese beteiligt 
(Bone-Larson et al., 2000). Sie beeinflussen zudem die Reifung von dendritischen Zellen, die 
Entwicklung von B- und T-Zellen und bestimmen maßgeblich den Verlauf von Th1- und 
Th2-Antworten (Rossi et Zlotnik, 2000). Aufgrund ihrer unterschiedlichen Funktionen 
unterscheidet man zwei Gruppen von Chemokinen. Inflammatorische Chemokine werden als 
Antwort auf bakterielle Toxine, sowie inflammatorische Stimulatoren wie IL-1, TNF und 
Interferone von vielen verschiedenen Gewebszellen und einwandernden Leukozyten gebildet. 
Ihre Hauptaufgabe besteht darin, Leukozyten für die körpereigene Abwehr zu rekrutieren. 
„Homing“ Chemokines werden in definierten Arealen der Lymphknoten gebildet und 
koordinieren den Verkehr der Lymphozyten und dendritischen Zellen innerhalb des 
Immunsystems. Sie regeln die Zirkulation und Verteilung der Lymphozyten im Rahmen der 
Zellreifung, Differenzierung und Aktivierung und sichern ihre korrekte Verteilung innerhalb 
des lymphatischen Gewebes (Baggiolini, 2001).  
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Chemokine bestehen aus ca. 70-130 Aminosäuren mit einer Anfangssequenz von 20-25 
Aminosäuren, die vor ihrer Ausschüttung abgespalten wird (Baggiolini 2001).  
Zurzeit sind mehr als 50 verschiedene Chemokine bekannt, die anhand der Position ihrer 
Cysteinreste in vier große Familien untergliedert werden. In den α-Chemokinen werden die 
ersten beiden Cysteinreste durch eine einzelne Aminosäure voneinander getrennt (CXC), 
wohingegen die Cysteinreste in den β-Chemokinen direkt benachbart zueinander stehen (CC). 
Lymphotaktin (C) besitzt lediglich zwei Cysteinreste und im Chemokin Fraktalkin (CX3CL1) 
trennen drei Aminosäuren die Cysteinreste voneinander (Luster et al., 1998). Die CXC-
Familie wird weiterhin unterteilt in Chemokine, die an ihrem CXC-Ende ein so genanntes 
ELR-Motiv bestehend aus den drei Aminosäuren Glu-Leu-Arg tragen, und solche, die von 
diesem ELR-Motiv frei sind. Erstere spielen eine wichtige Rolle bei der Neutrophilen-
Chemotaxis und Angiogenese, letztere wirken chemotaktisch auf mononukleäre Zellen und 
aktivierte T-Zellen und wirken anti-angiogenetisch (Bone-Larson et al., 2000). Chemokine 
entfalten ihre Wirkung, indem sie auf ihren Zielzellen an spezifische G-Protein gebundene    
7-Transmembranrezeptoren binden und dort eine Signalkaskade auslösen, die eine  
Ausschüttung von intrazellulärem Calcium und die Aktivierung einer Proteinkinase C bewirkt 
(Bone-Larson et al., 2000). Es sind mittlerweile 18 Chemokinrezeptoren bekannt. Obwohl die 
meisten davon mehr als einen Liganden erkennen, und umgekehrt viele Chemokine an mehr 
als einen Rezeptor binden, interagieren CC-Chemokine ausschliesslich mit CC-Rezeptoren 
und CXC-Chemokine nur mit CXC-Rezeptoren. Auf einigen Zellen sind sie permanent 
nachweisbar, auf anderen lassen sie sich erst durch bestimmte Stimuli induzieren (Luster et 
al., 1998). Verschiedene Phagozyten exprimieren unterschiedliche Typen und Kombinationen 
von Chemokin-Rezeptoren. So finden sich beispielsweise die Rezeptoren für IL-8, CXCR1 
und CXCR2, auf Neutrophilen, die bei der antibakteriellen Abwehr eine wichtige Rolle 
spielen. Monozyten, Basophile und Eosinophile haben einige Rezeptoren gemeinsam, wie 
zum Beispiel CCR1, verfügen aber zum Teil auch über spezifische Rezeptoren (CCR3 in 
Basophilen und Eosinophilen und CCR5 in Monozyten), um so gezielt auf bestimmte 
Chemokine ansprechen zu können, wie zum Beispiel auf Eotaxin, das in allergischen 
Entzündungsreaktionen vorkommt und ein Ligand von CCR3 ist (Baggiolini, 2001). 
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Abb. 5 Chemokin Rezeptor Expression in menschlichen Phagozyten 
 
 
Im Gegensatz zu den Phagozyten können T-Lymphozyten die meisten Chemokin-Rezeptoren 
exprimieren. Diese Expression wird von Zytokinen (IL-2, IL-4 und IFN-γ) und anderen 
Effektormolekülen reguliert und reflektiert den Grad der funktionellen Differenzierung. So 
besitzen auch Th1 und Th2-Zellen ein unterschiedliches Rezeptorrepertoire, um spezifisch auf 
die dazugehörigen Chemokine reagieren und eine angemessene Immunantwort auslösen zu 
können. Während Th1-Zellen vornehmlich CCR5 und CXCR3 exprimieren, besitzen Th2-
Zellen vor allem die Rezeptoren CCR3 und CCR4.  
Die Art des entzündlichen Infiltrats, das eine bestimmte Krankheit charakterisiert, wird von 
der in diesem kranken Gewebe exprimierten Chemokin-Population kontrolliert (Luster et al., 
1998). So finden sich in chronisch-entzündlichen Erkrankungen wie der Rheumatoiden 
Arthritis, der Multiplen Sklerose, dem Lupus Erythematodes oder der Colitis Ulcerosa 
Liganden für die Rezeptoren CCR1, CCR2, CCR5 und CXCR3, während die Expression von 
CCR3-Liganden auf allergische Entzündungsreaktionen beschränkt zu sein scheint. In akuten 
Entzündungsreaktionen dominieren die IL-8 Rezeptoren CXCR1 und CXCR2. 
Die Ausbildung einer bestimmten Entzündungsreaktion kann zudem verstärkt werden, indem 
die in dieser Reaktion vorherrschenden Chemokine andere Rezeptoren blockieren. So können 
beispielsweise die Liganden des CXCR3-Rezeptors, die vor allem Th1-Zellen rekrutieren, die 
Einwanderung von Th2-Zellen durch Blockade des CCR3-Rezeptors verhindern (Xanthou et 
al., 2003).  
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1.4 Genetische Variationen und ihre krankheitsrelevante Bedeutung 
Innerhalb des menschlichen Genoms konnten bisher zahlreiche Single Nucleotide 
Polymorphisms (SNPs) identifiziert werden.  Darunter versteht man zufällig über das Genom 
verteilte Austausche von DNA-Bausteinen (Nukleotiden), die von Generation zu Generation 
vererbt werden und bei mindestens einem Prozent der Bevölkerung vorkommen (Foernzler, 
2000). Sie reflektieren meist einmalige Ereignisse in der Vergangenheit und stellen somit ein 
evolutionäres Erbe dar (Stoneking, 2001). SNPs können an beliebigen Positionen innerhalb 
oder außerhalb von Genen liegen und entsprechend sehr unterschiedliche Auswirkungen 
haben. Daher unterteilt man sie nach dem Ort ihres Vorkommens in vier Gruppen (Foernzler, 
2000):  
 r (random) SNPs: Sie finden sich in den stillen Bereichen außerhalb der Gene und 
dienen vor allem als Kartierungshilfen. Sie sind relativ häufig (bis zu 10 
Millionen), haben aber in der Regel keine Auswirkungen auf den Phänotyp. 
 g (Gen-assoziierte) SNPs: Sie kommen in der Nähe von Genen oder in den 
Introns, d.h. denjenigen Bereichen eines Gens vor, die nicht in ein Genprodukt 
übersetzt werden. Sie dienen ebenfalls der Kartierung, können aber auch die 
Kontrolle von Genen beeinflussen, indem sie das Ablesen eines Gens behindern 
oder beschleunigen. Sie sind seltener als die rSNPs (bis zu 1 Million). 
 c (codierende) SNPs: Sie liegen in den Exons, also in denjenigen Abschnitten 
eines Gens, die in ein Genprodukt übersetzt werden. Damit beeinflussen sie die 
Funktion des Genproduktes. Ihre Häufigkeit liegt bei ca. 100 000.  
 P (Phänotyp-relevante) SNPs: Sie sind für die Medizin am wichtigsten, da sie das 
Erscheinungsbild eines Menschen beeinflussen. Sie sind relativ selten (ca. 10 000) 
und können entweder gSNPs oder cSNPs sein, je nachdem, ob sie über die Menge 
oder die Form des Genproduktes den Phänotyp beeinflussen.  
 
SNPs können die Funktion oder Regulation eines Proteins verändern. Bei einer so genannten 
„missense mutation“ wird durch eine Punktmutation, bei der nur ein einziger Baustein im 
Triplett oder Codon der DNA verändert wird, bei der Eiweißsynthese ein anderer 
Aminosäure-Baustein als ursprünglich vorgesehen in die Peptidkette eingebaut und somit ein 
verändertes Protein hergestellt (Phimister, 2005). Diese Variationen können sowohl die 
Anfälligkeit für alle Arten von Krankheiten, als auch den Zeitpunkt des Ausbruchs und die 
Schwere einer Krankheit beeinflussen. Weiterhin können sie das Ansprechen auf eine 
bestimmte Therapie beeinträchtigen (Chakravarti, 2001). Die meisten bekannten Krankheiten 
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wie z.B. Diabetes, Adipositas, Krebs und kardiovaskuläre Erkrankungen werden allerdings 
nicht nur durch einen einzigen SNP verursacht, sondern durch eine Kombination aus 
mehreren genetischen und umweltbedingten Faktoren (The International HapMap 
Consortium, 2003). Die genetischen Funktionsstörungen sind meist sehr komplex, und oft 
prädispositionieren sie nur für eine bestimmte Krankheit und verursachen sie nicht immer 
zwangsläufig (Goldstein et Cavalleri, 2005).  
Die verschiedenen Polymorphismen im menschlichen Genom sind oft nicht unabhängig     
voneinander. Wenn eine Mutation entsteht, ist sie oft mit bestimmten Variationen auf 
demselben Chromosom assoziiert und wird mit ihnen zusammen als fester Block, dem so 
genannten Haplotyp, weitervererbt. So bestehen oft strenge statistische Assoziationen 
zwischen den Polymorphismen, so dass das Vorhandensein eines SNPs an einer Stelle des 
Chromosoms die Gegenwart eines anderen SNPs an einer anderen Stelle vorhersagen kann 
(Goldstein et Cavalleri, 2005). Variationen, die immer zusammen miteinander vererbt 
werden, befinden sich in einem Kopplungsungleichgewicht. Der Vorteil dieser 
Haplotypstrukturen liegt darin, dass man alle Variationen, die zu einer bestimmten Krankheit 
beitragen, aufdecken kann, auch wenn man nur einen einzigen SNP kennt (Phimister, 2005). 
Zum Teil kann eine Assoziation mit dem Phänotyp sogar erst durch die Analyse der 
Haplotypstruktur gezeigt werden (Drysdale et al., 2000).  
Das „International HapMap Project“ hat die gängigen Haplotypstrukturen innerhalb des 
menschlichen Genoms bestimmt und in einer Karte zusammengestellt. Sie enthält 1,42 
Millionen SNPs, die auf das gesamte menschliche Genom verteilt sind und mit einer 
durchschnittlichen Dichte von einem SNP auf 1,9 Kilobasen vorkommen. 60000 SNPs liegen 
in Exons, d.h. in kodierenden Regionen, und 85% aller Exons liegen in einer Nähe von 5 
Kilobasen zum nächsten SNP (The International SNP Map Working Group, 2001). Mit Hilfe 
dieser Karte soll die Entdeckung von Haplotypvariationen ermöglicht werden, die an der 
Entstehung von Erkrankungen beteiligt sind. Außerdem soll sie bei der Identifizierung 
biomedizinisch wichtiger Gene für Diagnose und Therapie behilflich sein. Für die Auswahl 
von Polymorphismen sind Kenntnisse über ihre Lokalisation und ihre funktionelle Relevanz 
von entscheidender Bedeutung.  
Zur Untersuchung von krankheitsrelevanten genetischen Varianten eignen sich besonders 
Fall-Kontroll-Studien (Risch et Merikangas, 1996). In solchen Studien können vor allem 
komplexe polygene Erkrankungen analysiert werden, die von einer Vielzahl von Faktoren 
beeinflusst werden, wie z.B. Umwelteinflüssen, variabler Penetranz und Gen-Gen-
Interaktionen. Einer erkrankten Person (Fall) wird dabei eine gesunde Person (Kontrolle) 
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zugeordnet. Schließlich werden die Häufigkeiten eines entsprechenden Merkmals zwischen 
erkrankten (symptomatische Gallensteinträger) und gesunden (asymptomatische Gallenstein-
träger bzw. Patienten ohne Gallensteine) Personen verglichen. Mögliche bekannte 
Einflussvariablen können ausgeschlossen werden, indem für einzelne Merkmale innerhalb des 
Kollektivs gematcht wird. In der vorliegenden Arbeit wurde für die Risikofaktoren Alter und 
Geschlecht gematcht. Signifikante Häufigkeitsunterschiede für das Auftreten eines SNPs 
zwischen Fällen und Kontrollen sprechen für eine Assoziation zwischen Polymorphismen und 
einer genetisch determinierten Erkrankung.  
Die Auswahl geeigneter Polymorphismen in der vorliegenden Arbeite erfolgte in Anlehnung 
an eine murine QTL Analyse und eine humane Haplotypanalyse bei Patienten mit 
Leberfibrose. Hier konnte das distale Chemokincluster mit seinen Genen CXCL9, 10 und 11 
auf dem murinen Chromosom 5 als ein Ort identifiziert werden, der maßgeblich an der 
Modifizierung der Leberfibrogenese beteiligt ist. Die Untersuchung dieses Genortes auf dem 
menschlichen Chromosom 4 (4q21) diente zur Überprüfung der Hypothese, dass dieses 
Chemokincluster ebenfalls bei der Entwicklung der symptomatischen Cholelithiasis eine 
Rolle spielt. Die nachfolgende Abbildung illustriert die untersuchten SNPs und ihre Lage im 
distalen Chemokincluster.    
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Abb. 6 Haplotyp definierende SNPs im humanen CXC-Chemokincluster 
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1.5 Ziele der Arbeit 
Das Ziel dieser Arbeit war es, Assoziationen zwischen Polymorphismen des distalen 
Chemokinclusters und der symptomatischen Cholelithiasis zu untersuchen.  
Dazu sollten zunächst genetische Variationen in den ausgewählten Kandidatengenen (CXCL9, 
10 und 11) aufgedeckt und innerhalb verschiedener Subpopulationen miteinander verglichen 
werden. Ein nach Alter und Geschlecht gematchtes Kontrollkollektiv bestehend aus Patienten 
mit asymptomatischer Cholelithiasis bzw. steinfreien Patienten diente dem unmittelbaren 
Vergleich zum Patientenkollektiv, das Patienten mit symptomatischer Cholelithiasis umfasste.  
Im Anschluss an eine Genotypanalyse wurde eine Haplotypanalyse des distalen 
Chemokinclusters durchgeführt, wobei die Prävalenz der fünf häufigsten Haplotypen 
zwischen den verschiedenen Subpopulationen (symptomatische Cholelithiasis, 
asymptomatische Cholelithiasis und Kontrollen) miteinander verglichen wurde. Der Vorteil 
von Haplotypanalysen liegt darin, dass sie den Informationsgehalt einer genetischen Analyse 
deutlich steigern können. Manchmal kann eine Assoziation mit dem Phänotyp sogar erst 
durch die Analyse der Haplotypstruktur gezeigt werden. Da man davon ausgeht, dass das 
komplexe Krankheitsbild der symptomatischen Cholelithiasis nicht nur durch einen einzelnen 
SNP beeinflusst wird, sondern durch die komplexe Wirkung verschiedener genetischer 
Variationen, wurde dieses Verfahren in der vorliegenden Arbeit angewendet.  
Darüber hinaus wurde geprüft, ob das Vorhandensein spezifischer Haplotypen signifikant mit 
der Höhe der Serumkonzentration von CXCL9 korreliert. Die Bestimmung von CXCL9 
erfolgte deshalb, weil der den wichtigsten Haplotyp definierende SNP im Gen von CXCL9 
liegt. 
Zuletzt sollte untersucht werden, ob Assoziationen zwischen spezifischen Haplotypen und 
lithogenen Risikofaktoren, wie dem Body-Mass-Index (BMI), der Serum-Glucose-
Konzentration und der Serum-Cholesterin-Konzentration bestehen.  
Die Identifizierung von Polymorphismen, die den weiteren Krankheitsverlauf der 
Cholelithiasis beeinflussen, könnte zukünftig zur Risikostratifizierung von Gallensteinträgern 
im Hinblick auf das Eintreten von Symptomen und Komplikationen beitragen und hat somit 
einen hohen klinischen und gesundheitsökonomischen Stellenwert. Durch verbesserte 
genetische Patientencharakterisierung könnte eine gezielte Prophylaxe bzw. 
antiinflammatorische Therapie individueller auf den jeweiligen Patienten abgestimmt werden. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Patientenkollektiv und Studienaufbau 
Im Zeitraum von März bis September 2005 wurden 65 Patienten mit symptomatischer 
Cholezysto- oder Choledocholithiasis bzw. aufgrund eines symptomatischen 
Gallensteinleidens bereits cholezystektomierte Patienten der Medizinischen Klink III des 
Universitätsklinikums der Rheinisch Westfälischen Technischen Hochschule Aachen 
(RWTH) rekrutiert. Hinzu kamen 27 cholezystektomierte Patienten der Chirurgischen Klinik, 
die bereits im Rahmen einer anderen Dissertation im Zeitraum von Oktober 2000 bis 
November 2001 von Herrn Ramin Schirin-Sokhan gesammelt worden waren. Weitere 14 
Patienten mit symptomatischer Cholelithiasis stammten aus dem Hep-Bank-Kollektiv. Dabei 
handelt es sich um eine speziell für genetische Studien angelegte DNA- und Serumbank, die 
Blutproben von Patienten mit unterschiedlichen Lebererkrankungen enthält. Bei den zum 
Zeitpunkt des stationären Aufenthaltes akut symptomatischen Patienten wurde die Diagnose 
mit Hilfe von abdominellen Ultraschalluntersuchungen verifiziert.  
Als Kontrollgruppen wurden weiterhin sowohl 106 Patienten mit asymptomatischer 
Cholezystolithiasis, als auch 106 Patienten ohne Gallensteine in die Studie mit 
eingeschlossen. Die asymptomatischen Patienten stammten sowohl aus dem Hep-Bank-
Kollektiv, als auch aus dem von Herrn Schirin-Sokhan gesammelten Patientengut. Aus 
diesem Pool wurden ebenfalls die steinfreien Patienten genommen.  
Um den Einfluss von Risikofaktoren innerhalb der Studie möglichst gering zu halten, wurden 
diese drei Patientengruppen zuvor zu Paaren mit identischen Einflussfaktoren 
zusammengefasst (Matching). Gematcht wurden die Faktoren Alter und Geschlecht. 
Daraufhin konnten 106 Triplets gebildet werden. 
Alle Patienten waren kaukasischer Abstammung. Für die genetische Untersuchung im Labor 
wurde bei ihnen eine kleine Probe von ca. 5ml Blut gewonnen, die bis zum Zeitpunkt der 
Weiterverarbeitung bei -80° tiefgefroren wurde. Die dazu erforderliche Einwilligung wurde 
auf einem von der Ethikkommission genehmigten Aufklärungsbogen festgehalten.   
Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine Fall-Kontroll-Studie.  
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2.2 DNA Isolierung 
Die DNA Isolierung erfolgte aus dem zuvor durch eine periphere Venenpunktion 
gewonnenem Vollblut, das sowohl zur Gerinnungshemmung als auch zur Reduktion von 
Nukleaseaktivitäten mit EDTA (Ethyldiamintetraacetat) versetzt worden war. 
Die Isolation der genomischen DNA wurde mit Hilfe des DNA Blood Minikit (Quiagen) 
durchgeführt. Dazu wurden 200µl Vollblut mit 200µl AL Puffer, zur Lyse der Blutzellen, und 
mit 20µl Protease, zum weitgehenden Abbau denaturierter Proteine, in einem 1,5ml großen  
Reaktionsgefäß gemischt, gevortext und 10 Minuten lang bei 56°C inkubiert. 
Im Anschluss daran wurde das Gemisch nach Zugabe von 200µl 100% Ethanol und erneutem 
kurzen Vortexen in eine QIAamp Spin Column mit integriertem Sammelröhrchen pipettiert 
und bei 8000U/min 1min lang zentrifugiert. Die durch den Alkohol dehydratisierte 
genomische DNA wurde pH-abhängig von einer in der Spin Column enthaltenen Silika-Gel-
Membran gebunden. Zur Aufreinigung der Probe von Salzrückständen schlossen sich 
Waschschritte mit  500µl AW1 Puffer (1 min bei 8000U/min) und 500µl AW2 Puffer (3 min 
bei 14000U/min) an. Zuletzt wurde die Probe mit 200µl Elutions Puffer oder ddH2O versetzt, 
zentrifugiert und in ein Reaktionsgefäß eluiert, um die genomische DNA von der Silika-Gel-
Membran zu lösen. Der DNA-Gehalt betrug ca. 3-12 µg (~30ng/µl). Anschließend wurde die 
DNA bei 4°C aufbewahrt.  
 
2.3 Quantifizierung des DNA Gehalts 
Die Konzentration der gelösten DNA wurde spektralphotometrisch im BioPhotometer 
(Eppendorf) bestimmt. Die Absorption von DNA wurde in verdünnter Lösung (dd H2O) bei 
260nm gemessen. Eine Absorption von 1 OD (E) entspricht ca. 50µg/ml dsDNA. Anhand 
dieser Faktoren errechnet das BioPhotometer über die gemessene Extinktion und den 
Verdünnungsfaktor die Konzentration einer unbekannten Probe. Verunreinigungen der Probe 
können durch die Verhältnisbildung (Ratios) verschiedener Absorptionswerte erkannt werden. 
Da Proteine bei 280nm absorbieren, kann die Reinheit einer Nukleinsäurelösung anhand der 
Ratio E260/E280 abgeschätzt werden. Reine DNA sollten einen Wert von 1,8 aufweisen. 
Proteinkontaminationen verringern diese Werte. Die Absorption bei 230nm reflektiert 
Verunreinigungen z.B. durch Kohlenhydrate, Peptide, Phenole oder aromatische 
Verbindungen. Der Quotient E260/E230 sollte bei reinen Proben bei >2,0 liegen. Darüber 
hinaus kann das BioPhotometer Trübungen der Lösung und andere Störfaktoren korrigieren. 
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Hierzu dient die Hintergrundkorrektur des E320 Wertes, der bei reinen Proben bei null liegen 
sollte. 
 
2.4 Genotypisierung 
2.4.1    Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine von Kary Banks Mullis 1983 entwickelte 
Methode zur Vervielfältigung winziger Mengen an DNA, für die er 1993 mit dem Nobelpreis 
der Chemie ausgezeichnet wurde (Mullis et al., 1986). Das Prinzip der Verdopplung beruht 
auf bestimmten Enzymen, den Polymerasen, die in der Lage sind, die einzelnen Bausteine der 
DNA zu langen Molekülsträngen zu verbinden. Dazu benötigen sie zum einen die einzelnen 
Bausteine der DNA, die Nukleotide aus den Basen Adenin (A), Thymidin (T), Cytosin (C) 
und Guanin (G), zum anderen ein kleines Startstück DNA, den so genannten Primer, an dem 
sie die Bausteine anknüpfen können. Zuletzt brauchen sie noch eine Vorlage in Form eines 
längeren DNA Moleküls, welches als Schablone für den Zusammenbau des neuen Stranges 
dient.  Dies ist die Matrize oder auch Template genannt. Für die Vervielfältigung muss 
lediglich ein kleines Stück des gesuchten DNA-Bereichs bekannt sein, nach dessen Vorlage 
man den entsprechenden Primer zur Einleitung der Reaktion herstellt. In der vorliegenden 
Arbeit diente die PCR der Vervielfältigung derjenigen Genabschnitte, die die zu 
untersuchenden Polymorphismen enthielten.  
Der PCR Prozess besteht aus einer Anzahl von 30-50 Zyklen, die in einem Thermocycler 
durchgeführt werden. Dabei besteht jeder Zyklus aus drei Schritten.  
 
1.  Denaturierung: Die Reaktionslösung bestehend aus der DNA, der Polymerase, den 
Primern und den Nukleotiden wird auf 95°C erhitzt. Dadurch wird gewährleistet, dass sich 
die komplementären Stränge durch Aufbrechen von Wasserstoffbrückenbindungen 
voneinander trennen. Da normalerweise bei so hohen Temperaturen Enzyme wie die 
Polymerase zerstört werden würden, finden sich in fast allen PCR-Ansätzen der Welt so 
genannte Taq-Polymerasen aus dem Bakterium Thermus aquaticus. Dieser 
Mikroorganismus lebt in heißen Quellen bei etwa 70°C und wird aufgrund seiner 
Thermostabilität bei der Reaktion nicht zerstört.  
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2. Hybridisierung: Nach der Trennung der Stränge wird die Temperatur gesenkt, so dass 
sich die Primer an die einzelnen DNA-Stränge anlagern können. Die Temperatur während 
dieser Phase hängt von den Primern ab und liegt normalerweise 2-3°C unter ihrem 
Schmelzpunkt, typischerweise zwischen 50°C und 65°C. Wird die Temperatur falsch 
gewählt, kann das dazu führen, dass die Primer sich nicht (Temperatur zu hoch) oder an 
falschen Stellen (Temperatur zu niedrig) an der Ausgangs-DNA anlagern. 
 
3. Verlängerung: Die DNA-Polymerase füllt nun die fehlenden Stränge mit freien 
Nukleotiden auf. Sie beginnt am 3'-Ende des angelagerten Primers und folgt dann dem 
DNA-Strang. Der Primer wird nicht wieder abgelöst, da er den Anfang des Einzelstrangs 
bildet. Die Temperatur hängt nun von der verwendeten DNA-Polymerase ab (zwischen 
68°C und 72°C). 
 
 
       Abb. 7 Schematische Darstellung der PCR 
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2.4.2    Allelische Diskriminierung 
Die allelische Diskriminierung dient der Detektion von Polymorphismen in einem 
Genabschnitt. Sie macht sich die 5’-3’-Exonukleaseaktivität der AmpliTaq DNA Polymerase 
zu Nutze. Hierfür werden spezielle, 13-20 bp lange, fluorogene Sonden eingesetzt, die aus 
einem Oligonukleotid bestehen, dessen 5’-Ende mit einem fluoreszenten Reporter-Farbstoff 
(Fluoreszein-Derivat) markiert ist, während das 3’-Ende einen Quenscher-Farbstoff 
(Rhodaminderivat) trägt und außerdem mit einem Phosphatrest blockiert ist. Wird die intakte 
Sonde nun bei einer spezifischen Wellenlänge (488nm) zur Fluoreszenz angeregt, wird die 
Fluoreszenz des Reporter-Farbstoffs aufgrund der räumlichen Nähe zum Quencher durch 
einen Fluoreszenz-Energietransfer (FET) unterdrückt. Während der PCR bindet die Sonde mit 
den Primern zunächst an den Matrizen-Strang. In der Extensionsphase trifft die 
TaqPolymerase nun auf diese Sonde und zerschneidet sie mit Hilfe ihrer 5’-3’-Exonuklease-
Aktivität. Dadurch wird die räumliche Nähe - und damit auch der FET - zwischen Reporter 
und Quencher unterbrochen und es entsteht ein fluoreszierendes Signal.  
Entsprechend der Akkumulation des PCR-Produktes steigt die Fluoreszenz des Reporters also 
mit jedem PCR-Zyklus an. Das dabei gebildete Signal ist strikt sequenzspezifisch, da nicht 
hundertprozentig bindende Sondenmoleküle verdrängt werden noch bevor die 
Exonukleaseaktivität der Taq Polymerase aktiviert wird. Die Veränderung der Fluoreszenzen 
der verschiedenen Farbstoffe wird mit Hilfe des ABI PRISM 7000 Sequence Detectors im 
geschlossenen Reaktionsgefäß erfasst.  
Da von jedem Gen jeweils zwei Allele existieren, können auch zwei verschiedene Sonden 
zum Reaktionsgemisch gegeben werden. Da beide mit einem anderen Farbstoff versetzt sind, 
können sie unterschieden werden (VIC und FAM). Nur wenn die mit dem Farbstoff markierte 
Sonde vollständig an die DNA binden kann, kommt es zur Freisetzung des fluoreszierenden 
Signals. Wird nur ein Farbstoff frei gesetzt, spricht dies für VIC- oder FAM- spezifische 
Homozygotie, werden beide Farbstoffe freigesetzt, liegt Heterozygotie vor. Die Sonden sind 
so erstellt, dass sie entweder an den Wildtyp oder an die Mutation binden.  
 
 
 
 
 
 
Material und Methoden  19 
 
Abb. 8 Allelische Diskriminierung mit fluoreszierenden Sonden im 5’ Nuklease-Assay 
  
In der vorliegenden Arbeit wurde die Polymerase-Kettenreaktion mit der oben beschriebenen 
allelischen Diskriminierung verknüpft. Das nachstehende Pipettierschema enthält aus diesem 
Grund bereits die dafür notwendigen Sonden. Z.T. wurde die PCR in einem Thermocyler 
durchgeführt, die anschließende Genotypisierung erfolgte dann im ABI PRISM 7000 
Sequence Detector, teilweise wurden aber auch beide Versuchsschritte direkt im so genannten 
Taqman ausgeführt.   
 
Für die meisten SNPs der vorliegenden Arbeit wurden die Sonden und Primer mit Hilfe des 
Programms Primer Express entworfen. Sie sind in nachfolgenden Tabellen aufgeführt:  
 
 
CXCL9 / SNP rs2869461_____________________________________________________ 
Forward Primer:  5’- TTCCAGGTTATAGTTAGCCAAAGAAGA – 3’ 
Reverse Primer:  5’- ACTGGCTACCAGTGTGTCTGTCA – 3’  
Sonde Vic:  5’ – AGGGTCACTcCTTCA – 3’ 
Sonde Fam:  5’ – AGGGTCACTtCTTCA – 3’ 
Ampliconlänge:         111 bp 
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CXCL9 / SNP rs3733236_____________________________________________________ 
Forward Primer: 5’ – TGCACCTGTCATATGCTCTGATT – 3’ 
Reverse Primer: 5’ – AAGCTGGACTGAGTGAGGATGAAT – 3’  
Sonde Vic:  5’ – TCAACTCcTTTCTCATCT – 3’ 
Sonde Fam:  5’ – TCAACTCtTTTCTCATCTT – 3’  
Ampliconlänge: 110 bp 
 
CXCL9 / SNP rs2276886_____________________________________________________ 
Forward Primer:  5’ – TGAATGTTCTGCCTGCATTGA – 3’ 
Reverse Primer:  5’ – AACTTTGGATAACTGGTCATGTCACT – 3’ 
Sonde Vic:   5’ – TATGACTGAcCAAATAT – 3’  
Sonde Fam:   5’ – TTATGACTGAtCAAATATT – 3’ 
Ampliconlänge: 80 bp 
 
CXCL10 / SNP rs867562_____________________________________________________ 
Forward Primer: 5’ -  ACTTGAACATTTCCTTGTGTCTACGT – 3’  
Reverse Primer:  5’ – AAATAGTAAGATCACTGTTGTATTACTGAGACAT – 3’ 
Sonde Vic:   5’ – ATTGGAAACAACTcAAATA – 3’  
Sonde Fam:   5’ – TATTGGAAACAACTtAAAT – 3’  
Ampliconlänge: 138 bp 
 
CXCL 11 / SNP rs4129781__________________________________________________ 
Forward Primer: 5’ -  TAGCCACAGTAAGAGCATCAACATTAATA – 3’ 
Reverse Primer:  5’ – CACATAGACATTTTATCATTTCACAGCAT – 3’ 
Sonde Vic:   5’ – CAGTCACTTAAgTTTTAT – 3’  
Sonde Fam:   5’ – CAGTCACTTAACTTTTAT – 3’ 
Ampliconlänge: 157 bp 
 
CXCL 11 / SNP rs4512021__________________________________________________ 
Forward Primer: 5’ -  CAAAGACCTAAGGGAACTAGGTGATAG – 3’ 
Reverse Primer:  5’ – GTGTCTTCCCAATGTGTGTTCCT – 3’ 
Sonde Vic:   5’ – ATGACTCtGGCTAGTC – 3’ 
Sonde Fam:   5’ – AGCATGACTCcGGCTA – 3’  
Ampliconlänge:  75 bp   
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Die Sonden und Primer für die SNPs rs7670789 und rs4859583 wurden fertig bei Applied 
Biosystems bestellt. Aus Datenschutzgründen werden ihre Sequenzen nicht mitgeteilt und 
können deswegen hier nicht aufgelistet werden. Im Folgenden sind ihre Bestellnummern 
angegeben: 
- SNP rs7670789: C_87482_10   
- SNP rs4859583: C_32327109_10 
Pipettierschema für die selbstdesignten Sonden:  
- 12,5µl Platinum qPCR SuperMix UDG (enthält die Taq-Polymerase und die 
Nukleotide) 
- 0,5µl ROX 
- 2,25µl Forward Primer (10pmol/µl) 
- 2,25µl Reverse Primer (10pmol/µl) 
- 0,5µl VIC-Probe  
- 0,5µl FAM Probe  
- 5,5µl H2O Merck 
- 1µl DNA (5-50ng) 
 25µl Gesamtvolumen 
 
Pipettierschema für die von Applied Biosystems erstellten Sonden:  
- 10µl Platinum qPCR SuperMix UDG  
- 0,4µl ROX 
- 0,5µl Genotyping Mix   
- 8,1µl H2O Merck 
- 1µl DNA (5-50ng) 
20µl Gesamtvolumen 
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Nach vorausgegangener ca. 20 minütiger UV-Bestrahlung der Arbeitsmaterialien, wurde der 
X-fache PCR-Ansatz mit Ausnahme der DNA zur Vermeidung von Verunreinigungen unter 
der Clene Cab von Herolab zusammen pipettiert und in die einzelnen Vertiefungen der 
MicroAmp Optical 96-well Reaction Plate gebracht. In die verschiedenen Löcher wurde dann 
jeweils 1µl Patienten DNA hinzugefügt. Zusätzlich wurden zur Kontrolle drei Vertiefungen 
mit jeweils 1µl H2O gefüllt. Die Reaction Plate wurde anschließend mit einem MicroAmp 
Optical Adhesive Cover versiegelt, runterzentrifugiert, mit einem Compression Pad bedeckt 
und in den Thermocycler bzw. den Taqman zum Start der PCR nach folgenden 
Standardbedingungen gestellt:  
1. 95°C  10 min   Denaturierung 
2. 92°C  15 sec    Zyklische Denaturierung 
3. 60°C  1 min   Zyklische Annealing/Extension 
40 Zyklen 
 
Die Fluoreszenzen der beiden Reporterfarbstoffe wurden im Anschluss im ABI PRISM 7000 
Sequence Detection System gemessen. Mit Hilfe der SDS 1.7 Software von Applied 
Biosystems wurde für jede einzelne Probe die allelspezifischen fluoreszierenden Marker 
bestimmt und digital in ein Diagramm eingefügt. Dieses Diagramm gibt quantitativ die 
Allelhäufigkeiten an und definiert die Frequenzen der Genotypen.  
 
Abb. 9 Gemessene Allelhäufigkeiten nach Detektion der Fluoreszenzsignale im Taqman 
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2.5 Klinisch-chemische Parameter 
Im Institut für Klinische Chemie und Pathobiochemie der RWTH Aachen wurden bei 
sämtlichen Patienten die klinisch-chemischen Paramter Glucose und Gesamt-Cholesterin mit 
Standard-Labormethoden bestimmt und zur Analyse herangezogen.  
 
2.6 Sandwich Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) 
Mit Hilfe des Sandwich ELISA lassen sich sezernierte Produkte, wie beispielsweise Cytokine, 
nachweisen. Dies gelingt mit Hilfe zweier verschiedener Antikörper, die beide hochspezifisch 
an unterschiedliche Epitope des nachzuweisenden Antigens binden. Eine feste Träger-
oberfläche wird dazu mit dem primären Antikörper gegen dieses spezifische Antigen 
beschichtet. Anschließend wird eine Probe mit dem nachzuweisenden Antigen auf den Träger 
gegeben. Der Antikörper kann nun das gesuchte Antigen mit hoher Affinität binden und auf 
der Trägeroberfläche anreichern. Im folgenden Schritt wird der sekundäre, enzymgekoppelte 
Antikörper hinzugefügt, der an ein anderes Epitop des Antigens bindet. Der so entstandene 
Sandwich wird durch eine Substratreaktion nachgewiesen (Abb.10).  
 
 
 
Abb. 10 Grundzüge des Sandwich ELISA   
(Quelle: Müller-Esterl, Biochemie, Elsevier Verlag 2004; S.113 ) 
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In der vorliegenden Arbeit diente der Sandwich ELISA der Bestimmung der CXCL9 
Konzentration im Serum gesunder Versuchspersonen. Dazu wurden jeweils 100µl Serum in 
die einzelnen Vertiefungen einer 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert, die bereits mit einem 
monoklonalen Antikörper gegen CXCL9 beschichtet war. Nach einer Inkubationszeit von 
zwei Stunden bei Raumtemperatur zur Bindung von CXCL9 an den Antikörper, wurden die 
Vertiefungen viermal mit einer speziellen Waschlösung ausgewaschen, um ungebundenes 
Material aus den Proben zu entfernen. Danach wurden jeweils 200µl eines an Meerrettich-
peroxidase gekoppelten Antikörpers gegen CXCL9 hinzugefügt und die Proben erneut für 
zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Wiederum nach vier Waschvorgängen wurden 
jeweils 200µl einer farblosen Substratlösung mit Tetramethylbenzidin beigefügt und die 
Proben wiederum für eine halbe Stunde unter Lichtschutz inkubiert. Durch enzymatische 
Reaktionen kam es dadurch zu einer blauen Farbentwicklung in den Proben. Diese 
Farbreaktion wurde zum Schluss durch Zugabe von 50µl einer sauren Stopp-Lösung beendet, 
wodurch ein Farbumschlag von blau zu gelb auftrat. Zuletzt wurde die Farbintensität der 
einzelnen Proben, die proportional zur CXCL9 Konzentration war, innerhalb von 30 Minuten 
bei einer Wellenlänge von 450nm gemessen.   
 
 
2.7 Statistische Verfahren und Datenbanken 
2.7.1    Genotypanalyse 
Die Auswertung der genetischen Untersuchung bei Patienten mit symptomatischer 
Cholelithiasis umfasste zunächst die Bestimmung der Genotyp- und Allelfrequenzen in den 
untersuchten Populationen. Nach der klassischen Definition von Wright ist eine Population 
eine Gemeinschaft von Individuen, die ein geographisch zusammenhängendes Areal bewohnt, 
dieselbe Reproduktionsweise besitzt, denselben erblichen Schwankungen und der gleichen 
Selektionswirkung unterliegt (Wright, 1921). 
In der vorliegenden Studie wurden Einzelbasenaustausche der DNA mit jeweils zwei Allelen 
(eins auf jedem Chromosom), den so genannten SNPs, untersucht. In einer Population mit n 
diploiden Individuen, die sich in einem Locus mit zwei Allelen (A1 und A2) unterscheiden, 
sind n11 homozygote Individuen des Typs A1A1, n12 heterozygote Personen des Typs A1A2 
und n22 homozygote Menschen des Typs A2A2 vorhanden, wobei n11 + n12 + n22 = ngesamt ist. In 
genetischen Assoziationsstudien kann die Verteilung der homozygoten und der heterozygoten 
Genotypen, als auch die Allelfrequenz zwischen Fall- und Kontrollpopulation untersucht 
werden. 
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Die Allelverteilung eines Genpolymorphismus befindet sich in einer sich zufällig 
reproduzierenden Population in einem stabilen und Anhand der Allelfrequenz leicht 
vorhersagbaren Gleichgewicht, dem so genannten Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (A1² +      
2A1A2 + A2² = konstant) (Weinberg, 1908). Eine Abweichung vom Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht (HWG) in einer genetischen Studie ist ein Hinweis für eine Assoziation mit 
dem untersuchten Phänotyp, kann aber auch durch Genotypisierungsfehler oder durch eine 
inhomogene Population entstanden sein.  
Aus diesem Grund muss die Allelverteilung eines biallelischen Markers mit dem HWG in der 
Kontrollpopulation unbedingt übereinstimmen (Gyorffy et al., 2004). 
Die Berechnung und Übereinstimmung der Allelfrequenzen mit dem Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht erfolgte mit Hilfe des exakten Fisher Tests nach Elston und Forthofer (Elston 
et Forthofer, 1977) unter der im Internet erhältlichen Software von Winkler und Strom 
(http://ihg.gsf.de). Die Ergebnisse wurden im DeFinetti-Diagramm dargestellt (De Finetti, 
1926). Jeder Populationszustand kann durch einen Punkt innerhalb dieses Dreiecks dargestellt 
werden. Die Grundlinie (Abszisse) gibt die Allelfrequenzen der Population wieder, die 
Ordinate gibt die Heterozygotenfrequenzen und die  Seiten die Homozygotenfrequenzen an. 
Das Lot des Populationspunktes auf die Grundlinie unterteilt diese in die beiden 
Allelfrequenzen Allel 1 und Allel 2.   
 
Abb. 11 De Finetti Dreieck 1 
(Institut für Humangenetik TU München, Quelle: http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwa1.pl) 
 
 
Die in diesem Dreieck eingezeichnete Parabel markiert das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht 
(HWG). Populationen oberhalb oder unterhalb dieser Parabel weichen vom HWG ab und 
unterliegen einem Selektionsdruck. 
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2.7.2    Haplotypanalyse 
Im einfachsten Fall werden bei Genotypisierungen eines diploiden Individuums Genvarianten 
als einzelner Basenaustausch nachgewiesen. Im Falle einer Heterozygotie lässt sich allerdings 
nicht mehr unterscheiden, welches der homologen Chromosomen die jeweilige Genvariante 
enthält. Der Haplotyp eines Individuums ist hingegen definiert durch die spezifische 
Kombination von Allelen mehrerer (mehr als zwei) SNPs auf einem einzelnen (haploiden) 
Chromosom. Er kann entweder für ein bestimmtes Gen, für eine chromosomale Region oder 
für jedes lange zusammenhängendes DNA-Fragment bestimmt werden. Bei n bi-allelischen 
SNPs existieren theoretisch 2
n
 Haplotypen. In Wirklichkeit liegen allerdings durch genetische 
Kopplung beim Menschen nur eine geringe Zahl von Haplotypen vor (Wasmuth et al., 2004). 
Der Informationsgehalt einer genetischen Analyse kann durch die Haplotypanalyse deutlich 
gesteigert werden (Stephens et al., 2001). Manchmal kann die Assoziation mit einem 
Phänotyp sogar erst durch die Analyse der Haplotypstruktur gezeigt werden (Drysdale et al., 
2000).  
Mit Hilfe des von Stephens et Donnelly (Stephens et Donnelly, 2003) entwickelten      
PHASE 2.0. Algorithmus (www.stat.washington.edu/stephens/phase.html) ist es möglich, 
eine komplette Auflösung der Haplotypstruktur des untersuchten Lokus im Rahmen einer 
Fall-Kontroll-Studie zu erreichen (Stephens et al., 2001a). Mit Hilfe eines Markov-Chain-
Monte-Carlo (MCMC) Algorithmus wird von PHASE 2.0 die Häufigkeit der einzelnen 
Haplotypen und die statistische Fehlerwahrscheinlichkeit ihrer Rekonstruktion berechnet. 
Während bei homozygoten Genotypdateien die Zuordnung zum jeweiligen Chromosom 
eindeutig ist, werden im Fall der Heterozygotie die Haplotypen statistisch eher bekannten als 
bisher unbekannten Haplotypen zugeordnet. Nicht bekannte Haplotypen werden durch den 
Algorithmus Haplotypen zugeordnet, die durch homozygote Genotypen eindeutig identifiziert 
wurden.  Durch einen Permutationstest erfolgte die statistische Auswertung. Dabei überprüft 
der Permutationtest die Nullhypothese, d.h. ob sich die Haplotypfrequenzen zufällig 
eingestellt haben oder ob sich die Fälle einander ähnlicher sind, als die Kontrollen. Um die 
Wahrscheinlichkeit eines falsch positiven Ergebnisses möglichst gering zu halten, wurden bis 
zu 100.000 Permutationen pro Haplotypanalyse berechnet. Bei einem signifikanten 
Unterschied (P < 0,05) in der Haplotypverteilung zwischen Fällen und Kontrollen, wurden 
weitere Analysen mittels Kontingenztafeln und exaktem Fisher Test durchgeführt, um den 
Einfluss spezifischer Haplotypen auf den untersuchten Phänotypen zu evaluieren.  
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      Abb. 12 Schematische Darstellung einer Haplotyprekonstruktion  
(Wasmuth HE et al., 2004) 
 
 
Auf der  rechten Seite sind die Genotypen fünf verschiedener Patienten dargestellt. Die blauen und roten 
Kästchen repräsentieren zwei unterschiedliche Allele der Polymorphismen, die gelben Kästchen zeigen 
den heterozygoten Genotyp. Auf der rechten Seite wird der rekonstruierte Haplotyp dargestellt. 
 
 
 
2.7.3    Sonstige statistische Verfahren  
Als statistische Tests wurden der Students t-Test für unabhängige Stichproben, der χ²-Test 
und der Trend-Test eingesetzt. Der Students t-Test diente dem Vergleich phänotypischer 
Parameter (quantitative Merkmale) zwischen verschiedenen Gruppen, während der χ²-Test 
und der Trend-Test für den Vergleich von qualitativen Merkmalen (Ausprägung der 
Phänotypen) herangezogen wurde. Der Trend-Test errechnet in Kreuztabellen, in denen 
die Variablen qualitativ sind, das Maß des linearen Zusammenhangs zwischen den 
Parametern. Variablen in Kontingenztafeln wurden mit einem zweiseitigen Fisher’s Exact 
Test verglichen. Das Signifikanzniveau wurde mit  p=0,05 definiert. Die statistischen 
Auswertungen erfolgten mit Hilfe der SPSS 11.0-Software (SPSS GmbH, München), dem 
SAS Enterprise Guide 3.0, der SAS 9.1-Software und der GraphPad Instat-Software 
(GraphPad Instat, USA). 
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2.7.4    Datenbanken 
Mit Hilfe von elektronischen Datenbanken, die Informationen über Polymorphismen aus 
unterschiedlichen Populationen bereitstellen, gelang die Suche nach geeigneten SNPs zur 
genetischen Analyse. Die folgenden Datenbanken wurden für die Auswahl verwendet:  
- NCBI LocusLink (http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/LocusLink) 
- JSNP Database (http://snp.ims.u-tokyo.ac.jp/index.html) 
- HGVbase (http://hgvbase.cgb.ki.se) 
 
 
2.8 Geräte und Reagenzien 
 
DNA-Extraktion: 
 
DNA Blood Mini Kit     Quiagen 
Zentrifuge       Eppendorf 
Pipetten       Eppendorf 
Reaktionsgefäße      Eppendorf 
Pipettenspitzen     Eppendorf 
Thermomixer compact    Eppendorf 
Ethanol absolut     Merck 
ddH20       Merck 
 
DNA-Quantifizierung: 
 
BioPhotometer     Eppendorf 
ddH2O                                                                       Merck 
Küvetten      Eppendorf 
Pipetten      Eppendorf 
Pipettenspitzen     Eppendorf 
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PCR und Allelische Diskriminierung:  
 
Platinum qPCR SuperMix UDG   Invitrogen 
ROX Reference Dye     Invitrogen 
Primer       MWG Biotech 
MGB-Sonden      Applied Biosystems 
Genotyping Mix     Applied Biosystems 
MicroAmp Optical 96-well Reaction Plate  Applied Biosystems 
MicroAmp Optical Adhesive Covers  Applied Biosystems 
Compression Pad     Applied Biosytsems 
Taqman Pipetten      Abimed 
Pipettenspitzen mit Filter    Biozym 
UV-Light Clene Cab     Herolab 
PCR-Thermocycler     Biometra 
Zentrifuge      Eppendorf 
Megafuge 1,0 R     Heraeus 
ABI PRISM 7000 Sequence Detection System Applied Biosystems 
 
Sandwich ELISA: 
 
MIG Microplate     R & D Systems 
MIG Conjugate      R & D Systems 
Assay Diluent RD1W    R & D Systems 
Wasch Buffer Concentrate    R & D Systems 
Substrate Solution     R & D Systems 
Stop Solution      R & D Systems 
Plate Covers      R & D Systems 
Microplate reader     Eppendorf 
ddH2O                                                                       Merck 
Pipetten      Eppendorf 
Pipettenspitzen     Eppendorf 
Reaktionsgefäße      Eppendorf 
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3 Ergebnisse 
3.1 Patientenkollektiv 
Für die vorliegende Fall-Kontroll-Studie wurden insgesamt 318 stationäre Patienten des 
Aachener Universitätsklinikums mit kaukasischer Abstammung ausgewählt und nach Alter, 
Geschlecht und Erkrankungsstatus gematcht.  Dieses Kollektiv umfasste 120 Männer und 198 
Frauen mit einem Durchschnittsalter von 64,0 Jahren (Altersspannweite 18-96 Jahre). Der 
Altersdurchschnitt der männlichen Patienten lag dabei mit 63,9 +  1,1 Jahren gering unter dem 
der weiblichen Patienten  mit 64,1 + 1,0  Jahren.  
Die nachfolgende Tabelle gibt die Alters- und Geschlechtsverteilung innerhalb der drei 
Subpopulationen wieder.  
 
Tab. 1 Alters- und Geschlechtsverteilung der symptomatischen Gallensteinpatienten und ihren Kontrollen 
* CHL= Cholelithiasis 
*
1
Angaben als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts 
 
Die Abb.13 verdeutlicht den Zusammenhang zwischen dem Alter und dem Auftreten der 
Cholelithiasis. Der Anteil der Gallensteinpatienten nimmt mit steigendem Alter zu. Nur 10 
(4,7%) von 212 Gallensteinpatienten dieser Fall-Kontroll-Studie waren jünger als 40 Jahre, 
während 86 (40,6%) älter als 70 Jahre waren. Die Verteilung von symptomatischen und 
asymptomatischen Gallensteinträgern war in den Altersgruppen nahezu identisch. Lediglich 
in der Altersgruppe <40 Jahren überwog der Anteil der symptomatischen Gallensteinträger. 
Das Ergebnis dieser Stichprobe entsprach den Erwartungen bezüglich der Verteilung von 
Gallensteinträgern in der Bevölkerung (Kratzer et al., 1998).  
 
 
 
 
 
Status Anzahl (n) Alter (Jahre) 
Geschlecht 
( W/M ) 
Symptomatische CHL*
 
106 63,7 + 1,6*
1
 66/40 
Asymptomatische CHL*
 
106 64,4 + 1,2*
1
 66/40 
Kontrollen 106 63,9 + 1,0*
1
 66/40 
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                                                 Abb. 13 Altersverteilung der Gallensteinpatienten 
 
Bei der Erhebung des Patientenkollektivs wurden die klinisch-chemischen Laborparameter 
Glucose und Gesamt-Cholesterin erfasst. Zusätzlich wurde bei allen Patienten der Body-
Mass-Index (BMI) berechnet. Beim Vergleich der Laborwerte und des BMI zwischen 
symptomatischen Steinträgern und Kontrollen ergaben sich signifikante Unterschiede 
hinsichtlich der Werte Gesamt-Cholesterin und BMI. Der mittlere BMI lag bei 
symptomatischen Patienten signifikant höher, als bei gesunden Probanden (p =0,04), während 
das Gesamt-Cholesterin signifikant geringer war (p=0,005). Demgegenüber konnten zwischen 
symptomatischen und asymptomatischen Gallensteinträgern in Bezug auf die Werte 
Cholesterin und BMI keine signifikanten Differenzen festgestellt werden (p=0,15 und 
p=0,06). 
Tab. 2 Klinisch-chemische Parameter und BMI von sympt. und asympt. Patienten und Kontrollen 
 symptomatische CHL asymptomatische CHL Kontrollen 
BMI (kg/m
2
) 27,0 + 0,6*
1
 25,7 + 0,4* 25,6 + 0,4* 
Glucose (mg/dl) 112,4 + 4,6* 108,8 + 3,5* 115,3 + 4,8* 
Cholesterin (mg/dl) 183,1 + 4,9*
1
 193,5 + 5,1* 203,8 + 5,3* 
 
*Angaben als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts  
 *1  
p < 0,05 verglichen mit Kontrollen (t-Test bei unabhängigen Stichproben) 
Altersverte ilung der G allensteinpatienten
1
44
9
17
38
42
39
22
10 (4,7% )
39 (18,4% )
77 (36,3% )
86 (40,6% )
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
<40 40-54 55-69 >70
Altersgruppen in  Jahren
A
n
z
a
h
l 
d
e
r 
G
a
ll
e
n
s
te
in
p
a
ti
e
n
te
n
asym pt. CHL sym pt.CHL
Ergebnisse  32  
Korrelation BMI und Erkrankungsstatus
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                        Abb. 14 Korrelation BMI bzw. Gesamt-Cholesterin und Erkrankungsstatus 
 
3.2 Chemokin Ligand 9 (CXCL9) 
3.2.1 SNP rs2869461 
3.2.1.1 Taqman  
Für alle untersuchten Polymorphismen wurden die Patientenproben im ABI Prism 7000 
Sequence Detection System typisiert und anschließend mit der SDS Software ausgewertet. 
Abb.15 zeigt das für den SNP rs2869461 Polymorphismus erstellte Diagramm, in dem jeder 
Punkt eine Patientenprobe repräsentiert. Die Achsen des Koordinatensystems entsprechen der 
Intensität der Fluoreszenzfarbstoffe, die für beide Allele spezifisch definiert wurden.    
 
 
Abb. 15 TaqMan Auswertung für den SNP rs2869461 Polymorphismus im CXCL9-Gen  
            (SDS Software) 
 
Rote Kreise = Homozygot für Allel 1  Grüne Dreiecke = Heterozygot für Allel 1/2  
Blaue Rauten = Homozygot für Allel 2  Schwarze Kreuze = Negativ-Kontrollen (ohne DNA)  
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3.2.1.2 Statistische Analyse 
 
In Tab.3 ist das Ergebnis der Genotypisierung des SNP rs2869461 Polymorphismus mit 
seinen Allelfrequenzen wiedergegeben. Symptomatische und asymptomatische Gallenstein-
träger sowie die Kontrollen wiesen eine ähnliche Verteilung der Genotypen auf. Der Trend 
Test ergab keinen signifikanten Zusammenhang bezüglich der Genotypenverteilung zwischen 
symptomatischen Gallensteinträgern und Kontrollen (p=0,423). Dieser Polymorphismus lag 
im HWG (p (Exact-Test)=0,179) (Abb.16). 
 
            
Abb. 16 De Finetti-Dreieck: SNP rs2869461 Polymorphismus im CXCL9-Gen 
            (Diagrammerklärung siehe S. 24, Abb.10) 
 
 
Tab. 3 Allelfrequenzen und Genotypenverteilung des SNP rs2869461 im CXCL9-Gen 
 
Genotypen:         p = 0,423 (Trend-Test) 
 
 Allelfrequenzen   Genotypen  
 Allel1 Allel2  Homozygot1 Heterozygot12 Homozygot2 
sympt.CHL C (0,920) T (0,080)  91 (85,8%) 13 (12,3%) 2 (1,9%) 
asympt.CHL C (0,899) T (0,101)  83 (79,8%) 21 (20,2%) 0 (0%) 
Kontrollen C (0,895) T (0,105)  86 (81,9%) 16 (15,2%) 3 (2,9%) 
Gesamt C (0,905) T (0,095)  260 (82,5%) 50 (15,9%) 5 (1,6%) 
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3.2.2 SNP rs3733236 
3.2.2.1 Statistische Analyse 
 
Aus Tab.4 sind die Häufigkeiten der Genotypen und Allelfrequenzen des SNP rs3733236 
Polymorphismus von Fällen und Kontrollen zu entnehmen. Hier ergab der Trend-Test einen 
Trend zu einer signifikanten Assoziation des SNP mit der symptomatischen Cholelithiasis 
(p=0,066). Zudem zeigte sich ein signifikanter Unterschied der Allelfrequenzen zwischen den 
symptomatischen Gallensteinträgern und den Kontrollpersonen (p=0,046). Auch dieser 
Polymorphismus lag im HWG (p (Exact-Test)=0,129) (Abb.17). 
 
      
                                 Abb. 17 De Finetti-Dreieck: SNP rs3733236 im CXCL9-Gen 
               (Diagrammerklärung siehe S.24, Abb.10) 
 
Tab. 4 Allelfrequenzen und Genotypenverteilung des SNP rs3733236 im CXCL9-Gen 
 
Genotypen: p = 0,066 (Trend-Test) 
Allelfrequenzen: p = 0,046 (χ²-Test) 
OR: 2,116                          
 Allelfrequenzen   Genotypen  
 Allel1 Allel2  Homozygot1 Heterozygot12 Homozygot2 
sympt.CHL C (0,948) T (0,052)  96 (90,6%) 9 (8,5%) 1 (0,9%) 
asympt.CHL C (0,914) T (0,086)  87 (82,9%) 18 (17,1%) 0 (0%) 
Kontrollen C (0,896) T (0,104)  87 (82,1%) 16 (15,1%) 3 (2,8%) 
Gesamt C (0,919) T (0,081)  270 (85,2%) 43 (13,6%) 4 (1,2%) 
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3.2.3 SNP rs2276886 
3.2.3.1 Statistische Analyse 
 
In Tab.5 sind die Ergebnisse der Genotypisierung mit den Allelfrequenzen des SNP 
rs2276886 Polymorphismus im CXCL9-Gen gezeigt. Die statistische Untersuchung mit Hilfe 
des Trend-Tests ergab keinen signifikanten Unterschied bei der Genotypenverteilung 
zwischen symptomatischen Gallensteinträgern und Kontrollen (p=0,903). Dieser 
Polymorphismus lag im HWG und somit auf der Parabel im De Finetti-Dreieck                     
(p (Exact-Test)=0,056) (Abb.18).        
      
     Abb. 18 De Finetti-Dreieck: SNP rs2276886 im CXCL9-Gen 
          (Diagrammerklärung siehe S.24, Abb.10) 
 
 
Tab. 5 Allelfrequenzen und Genotypenverteilung des SNP rs2276886 im CXCL9-Gen 
 
Allelfrequenzen   Genotypen  
Allel1 Allel2  Homozygot1 Heterozygot12 Homozygot2 
sympt.CHL C (0,764) T (0,236)  59 (55,7%) 44 (41,5%) 3 (12,8%) 
asympt.CHL C (0,712) T (0,288)  52 (49,1%) 47 (44,3%) 7 (6,6%) 
Kontrollen C (0,759) T (0,241)  59 (55,7%) 43 (40,6%) 4 (3,8%) 
Gesamt C (0,745) T (0,255)  170 (53,5%) 134 (42,1%) 14 (4,4%) 
 
Genotypen:         p = 0,903 (Trend-Test) 
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3.3 Chemokin Ligand 10 (CXCL10) 
3.3.1 SNP rs867562   
3.3.1.1 Statistische Analyse 
 
Das Ergebnis der Genotypisierung des SNP rs867562 Polymorphismus im CXCL10-Gen und 
seine Allelfrequenzen ist in Tab.6 zusammengefasst. Der Trend-Test lieferte keine 
signifikante Differenz bei der Verteilung der Genotypen zwischen symptomatischen 
Gallensteinträgern und Kontrollen (p=0,381). Dieser Polymorphismus lag im HWG  
(p (Exact-Test)=0,698) (Abb.19). 
 
              Abb. 19 De Finetti-Dreieck: SNP rs866572 im CXCL10-Gen 
     (Diagrammerklärung siehe S.24, Abb.10) 
 
 
Tab. 6 Allelfrequenzen und Genotypverteilung des SNP rs867562 im CXCL10-Gen 
 Allelfrequenzen   Genotypen  
 Allel1 Allel2  Homozygot1 Heterozygot12 Homozygot2 
sympt.CHL C (0,811) T (0,189)  70 (66,0%) 32 (30,2%) 4 (3,8%) 
asympt.CHL C (0,816) T (0,184)  70 (66,0%) 33 (31,1%) 3 (2,8%) 
Kontrollen C (0,844) T (0,156)  77 (72,6%) 25 (23,6%) 4 (3,8%) 
Gesamt C (0,824) T (0,176)  217 (68,2%) 90 (28,3%) 11 (3,5%) 
Genotypen:         p = 0,381 (Trend-Test) 
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3.3.2 SNP rs7670789 
3.3.2.1 Statistische Analyse 
 
In der Tab.7 ist das Ergebnis der Genotypisierung des SNP rs7670789 Polymorphismus im 
CXCL10-Gen und seine Allelfrequenzen illustriert. Aus der Verteilung der Genotypen ergab 
sich keine signifikante Abweichung zwischen symptomatischen Steinträgern und Kontrollen 
(p=0,304). Auch dieser Polymorphismus lag im HWG (p (Exact-Test)=0,306) (Abb.20).  
 
 
Abb. 20 De Finetti-Dreieck: SNP rs7670789 im CXCL10-Gen 
                  (Diagrammerklärung siehe S. 24, Abb.10) 
 
 
Tab. 7 Allelfrequenzen und Genotypverteilung des SNP rs7670789 im CXCL10-Gen 
 
Allelfrequenzen   Genotypen  
Allel1 Allel2  Homozygot1 Heterozygot12 Homozygot2 
sympt.CHL A (0,481) G (0,519)  21 (19,8%) 60 (56,6%) 25 (23,6%) 
asympt.CHL A (0,410) G (0,590)  18 (17,0%) 51 (48,1%) 37 (34,9%) 
Kontrollen A (0,434) G (0,566)  18 (17,0%) 56 (52,8%) 32 (30,2%) 
Gesamt A (0,442) G (0,558)  57 (17,9%) 167 (52,5%) 94 (29,6%) 
Genotypen:         p = 0,304 (Trend-Test) 
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3.3.3 SNP rs4859583 
3.3.3.1 Statistische Analyse 
 
Die Tab.8 veranschaulicht das Ergebnis der Genotypisierung des SNP rs4859583 
Polymorphismus im CXCL10-Gen mit seinen Allelfrequenzen. Der Trend-Test lieferte keine 
signifikante Verschiedenheit aus der Verteilung der Genotypen zwischen symptomatischen 
Steinträgern und Kontrollen (p=0,983). Dieser Polymorphismus lag ebenfalls im HWG         
(p (Exact-Test)=1) (Abb. 21).  
 
    
Abb. 21 De Finetti-Dreieck: SNP rs4859583 im CXCL10-Gen 
                (Diagrammerklärung siehe S. 24, Abb.10) 
 
 
Tab. 8 Allelfrequenzen und Genotypverteilung des SNP rs4859583 im CXCL10-Gen 
 Allelfrequenzen   Genotypen  
 Allel1 Allel2  Homozygot1 Heterozygot12 Homozygot2 
sympt.CHL T (0,958) A (0,042)  97 (91,5%) 9 (8,5%) 0 (0%) 
asympt.CHL T (0,976) A (0,024)  100 (95,2%) 5 (4,8%) 0 (0%) 
Kontrollen T (0,957) A (0,043)  96 (91,4%) 9 (8,6%) 0 (0%) 
Gesamt T (0,964) A (0,036)  293 (92,7%) 23 (7,3%) 0 (0%) 
 
Genotypen:         p = 0,983 (Trend-Test) 
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3.4 Chemokin Ligand 11 (CXCL11) 
3.4.1 SNP rs4129781 
3.4.1.1 Statistische Analyse 
 
Das Ergebnis der Genotypisierung mit den Allelfrequenzen für den SNP rs4129781 
Polymorphismus im CXCL11-Gen ist in Tab.9 dargelegt. Zwischen symptomatischen 
Steinträgern und Kontrollen ergab sich keine signifikante Differenz hinsichtlich der 
Verteilung der Genotypen (p=0,352). Dieser Polymorphismus lag ebenso im HWG                 
(p (Exact-Test)=0,360) (Abb.22).  
 
 
Abb. 22 De Finetti-Dreieck: SNP rs4129781 im CXCL11-Gen 
  (Diagrammerklärung siehe S.24, Abb.10) 
 
Tab. 9 Allelfrequenzen und Genotypverteilung des SNP rs4129781 im CXCL11-Gen 
 Allelfrequenzen   Genotypen  
Allel1 Allel2 Homozygot1 Heterozygot12 Homozygot2 
sympt.CHL 
asympt.CHL 
Kontrollen 
G (0,524) C (0,476)  26 (24,5%) 59 (55,7%) 21 (19,8%) 
G (0,596) C (0,404)  37 (35,6%) 50 (48,1%) 17 (16,3%) 
G (0,567) C (0,433)  32 (30,5%) 55 (52,4%) 18 (17,1%) 
Gesamt G (0,562) C (0,438)  95 (30,2%) 164 (52,1%) 56 (17,7%) 
Genotypen:         p = 0,352 (Trend-Test) 
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3.4.2 SNP rs4512021 
3.4.2.1 Statistische Analyse 
 
In der Tab.10 ist das Ergebnis der Genotypisierung des SNP rs4512021 Polymorphismus im 
CXCL11-Gen und seine Allelfrequenzen aufgeführt. Der Trend-Test lieferte keinen 
signifikanten Unterschied zwischen symptomatischen Steinträgern und Kontrollen in Bezug 
auf die Genotypenverteilung (p=0,347). Ferner lag dieser Polymorphismus im HWG             
(p (Exact-Test)=0,302) (Abb.23).  
       
             
                 Abb. 23 De Finetti-Dreieck: SNP rs4512021 im CXCL11-Gen 
                                   (Diagrammerklärung siehe S.24, Abb.10)  
 
Tab. 10 Allelfrequenzen und Genotypverteilung des SNP rs4512021 im CXCL11-Gen 
 Allelfrequenzen   Genotypen  
 Allel1 Allel2  Homozygot1 Heterozygot12 Homozygot2 
sympt.CHL G (0,476) A (0,524)  21 (19,8%) 59 (55,7%) 26 (24,5%) 
asympt.CHL G (0,402) A (0,598)  16 (15,7%) 50 (49%) 36 (35,3%) 
Kontrollen G (0,433) A (0,567)  18 (17,3%) 54 (51,9%) 32 (30,8%) 
Gesamt G (0,437) A (0,563)  55 (17,6%) 163 (52,2%) 94 (30,2%) 
 
Genotypen:         p = 0,347 (Trend-Test) 
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3.5 Haplotypanalyse 
Um Assoziationen zwischen Markerallelen und einer bestimmten Krankheit aufzudecken, ist 
es von Bedeutung, dass die krankheitsassoziierten SNPs in einem Linkage Disequilibrium 
liegen. Diese genetischen Kopplungen liegen gruppiert in den jeweiligen spezifischen 
Regionen und sind nicht gleichmäßig über das gesamte Genom verteilt (Tiret et al., 2002). 
Mit Hilfe der Software Phase 2.0 ließen sich charakteristische Kombinationen von einzelnen 
Chromosomen, so genannte Haplotypen, auch für die untersuchten CXC-Polymorphismen 
rekonstruieren, da sie sich ebenfalls in einem starken Kopplungsungleichgewicht befinden.  
Im vorliegenden Kollektiv konnten 22 Haplotypen bestimmt werden. Da die meisten 
Haplotypen nur in geringer Häufigkeit (< 4%) nachweisbar waren, wurden im weiteren 
Verlauf nur die fünf häufigsten Haplotypen untersucht (dCXC_1- dCXC_5). In Tab.11 sind 
sie zusammen mit den sie charakterisierenden SNPs (so genannte haplotype tagging SNPs) 
aufgeführt. Abb.24 veranschaulicht die Häufigkeitsverteilung der fünf häufigsten Haplotypen 
innerhalb der Gesamtpopulation. 
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Abb. 24 Häufigkeitsverteilung der fünf häufigsten Haplotypen innerhalb der Gesamtpopulation  
nach Rekonstruktion mit Phase 2.0 
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    Tab. 11 Prävalenz der fünf häufigsten Haplotypen mit ihren Haplotyp definierenden SNPs 
        
  * + Standardfehler des Mittelwerts 
Haplotyp 
rs2869461      
C/T 
rs3733236 
C/T 
rs2276886 
C/T 
rs867562 
C/T 
rs7670789 
G/A 
rs4859583 
A/T 
rs4129781 
C/G 
rs4512021 
A/G 
Prävalenz 
dCXC_1 C C C C G A G* A 40,2% + 0,18* 
dCXC_2 C C T* C A A C G 24,9% + 0,13* 
dCXC_3 C C C T* A A C G 16,3% + 0,18* 
dCXC_4 T T* C C A A C G 7,7% + 0,21* 
dCXC_5 C C C C A A C G 4,5% + 0,15* 
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 Bei der Untersuchung der Häufigkeitsverteilung der einzelnen Haplotypen innerhalb der 
verschiedenen Subpopulationen zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen der 
Prävalenz des Haplotypen dCXC_4 bei symptomatischen Gallensteinträgern und 
Kontrollpersonen (p=0,03 im Fisher’s Exact Test). Bei Patienten mit symptomatischer 
Cholelithiasis war der Haplotyp dCXC_4 signifikant seltener vorhanden, als bei steinfreien 
Kontrollpersonen. Die Häufigkeitsverteilung der restlichen Haplotypen zwischen den 
einzelnen Untergruppen zeigte keine signifikante Differenz (Tab.12 und Abb. 25). 
 
Tab. 12 Verteilung der fünf häufigsten CXC Haplotypen bei Patienten mit symptomatischer und     
asymptomatischer Cholelithiasis sowie den Kontrollpersonen 
 
*Angaben als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes   
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Abb. 25 Verteilung der fünf häufigsten CXC Haplotypen bei Patienten mit symptomatischer und 
  asymptomatischer Cholelithiasis sowie den Kontrollpersonen 
 
Haplotyp 
Prävalenz 
sympt. CHL (%) 
 
Prävalenz 
asympt. CHL (%) 
 
Prävalenz 
Kontrollen (%) 
dCXC_1 43,49 + 0,23* 38,16 + 0,24* 38,89 + 0,36* 
dCXC_2 23,27 + 0,28* 27,82 + 0,08* 23,53 + 0,23* 
dCXC_3 17,24 + 0,25* 17,02 + 0,40* 14,52 + 0,23* 
dCXC_4 5,09 + 0,20*  8,17 + 0,28* 9,70 + 0,33* 
dCXC_5 3,34 + 0,18*  3,00 + 0,25*  7,08 + 0,27* 
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3.6  CXCL9 Serumkonzentrationsbestimmung 
Mit Hilfe des Sandwich Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) wurde die 
Serumkonzentration von CXCL9 in einem Kollektiv von gesunden Versuchspersonen 
bestimmt. Dies erfolgte deswegen, weil der den wichtigsten Haplotyp definierende SNP 
(rs3733236) im Gen von CXCL9 liegt. Dabei wurde die CXCL9 Serumkonzentration bei 
Personen mit und ohne einen definierten Haplotypen miteinander verglichen. Während bei 
den Haplotypen dCXC_1, dCXC_2, dCXC_3 und dCXC_5 keine signifikante Korrelation zur 
CXCL9 Serumkonzentration gefunden werden konnte, zeigte sich eine signifikante 
Assoziation zwischen dem den Haplotyp dCXC_4 definierenden SNP rs3733236 und der 
Serumkonzentration von CXCL9. Patienten, die homozygot für das Wildtypallel waren, 
zeigten signifikant geringere CXCL9 Spiegel, als heterozygote Kontrollen und Personen mit 
Homozygotie für das mutante Allel (p < 0,001) (Abb. 26).      
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         Abb. 26 Assoziation des SNP rs3733236  mit der CXCL9 Serumkonzentration 
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3.7  Demographische und laborchemische Daten in Abhängigkeit vom Haplotyp 
Im weiteren Verlauf wurden unter Verwendung des t-Tests für unabhängige Stichproben die 
demographischen und laborchemischen Parameter bei Patienten mit und ohne einen 
definierten Haplotypen miteinander verglichen. Bei den Haplotypen dCXC_1, dCXC_2, 
dCXC_3 und dCXC_5 ließen sich keine signifikanten Unterschiede bezüglich der Laborwerte 
zwischen den den Haplotyp tragenden und nicht tragenden Patienten nachweisen. Es zeigte 
sich eine leichte Tendenz zur Signifikanz bezüglich des Glucosespiegels bei den den 
Haplotyp dCXC_2 tragenden Patienten (p=0,075). Diese wiesen im Gegensatz zu den 
dCXC_2 negativen Patienten geringere Glucosekonzentrationen im Blut auf (Tab.13). Eine 
signifikante Differenz bestand im Hinblick auf die Glucosekonzentration im Serum zwischen 
den den Haplotyp dCXC_4 tragenden Patienten und den negativen Kontrollpersonen. Bei 
denjenigen Personen, bei denen der Haplotyp dCXC_4 nachgewiesen werden konnte, zeigten 
sich signifikant geringere Glucosekonzentrationen (p=0,036) (Tab. 14 und Abb. 27).  
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Tab. 13 Demographische und laborchemische Daten in Abhängigkeit von den Haplotypen dCXC_1, dCXC_2, dCXC_3 und dCXC_5 
 
 
*Angaben als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts  
 
dCXC_1 
vorhanden 
(n=205) 
dCXC_1 nicht 
vorhanden 
(n=113) 
dCXC_2 
vorhanden 
(n=144) 
dCXC_2 nicht 
vorhanden 
(n=174) 
dCXC_3 
vorhanden 
(n=95) 
dCXC_3 nicht 
vorhanden 
(n=223) 
dCXC_5 
vorhanden 
(n=28) 
dCXC_5 nicht 
vorhanden 
(n=290) 
Alter 64,4+0,9* 63,3 + 1,3* 63,0 + 1,1* 64,8 + 1,0* 64,4 + 1,4* 63,8 + 0,9* 64,4 + 2,3* 64,0 + 0,8* 
Glucose (mg/dl) 114,2+3,2* 108,5+3,9* 107,4+3,0* 116,1+3,8* 107,7+3,4* 114,1+3,3* 110,8+8,3* 112,3+2,6* 
Gesamt-
Cholesterin 
(mg/dl) 
193,8+3,8* 193,8+4,8* 199,6+4,5* 189,0+4,0* 193,0+5,2* 194,1+3,7* 205,6+9,8* 192,6+3,1* 
Body-Mass- 
Index (kg/m
2)
 
26,2 + 0,3* 25,9 + 0,5* 26,1 + 0,4* 26,1 + 0,3* 25,6 + 0,5* 26,3 + 0,3* 25,5 + 1,1* 26,1 + 0,3* 
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Tab. 14 Demographische und laborchemische Daten in Abhängigkeit vom Haplotyp dCXC_4 
 
dCXC_4 vorhanden 
(n=45) 
dCXC_4 nicht vorhanden 
(n=273) 
Alter 64,2 + 1,9* 64,0 + 0,8* 
Glucose (mg/dl) 101,6 + 5,0* 
1
 113,9 + 2,8* 
Gesamt-Cholesterin (mg/dl) 198,7 + 8,5* 193,0 + 3,2* 
Body-Mass-Index (kg/m
2
) 25,7 + 0,6* 26,1 + 0,3* 
 
*Angaben als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts  
1 
p < 0,05 verglichen mit dCXC_4 negativen Proben (t-Test bei unabhängigen Stichproben) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
Abb. 27 Vergleich der klinisch-chemischen Parameter Glucose und Gesamt-Cholesterin zwischen den den 
  Haplotyp  dCXC_4 tragenden Patienten und negativen Kontrollpersonen 
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4 Diskussion 
4.1 Einfluss von chologenen Risikofaktoren auf die symptomatische Cholelithiasis 
Die Cholelithiasis ist eine Krankheit, die sowohl durch endogene als auch exogene 
Risikofaktoren beeinflusst wird. Die allgemein gültige „5-F-Formel“ female, fair, fat, forty, 
fertile, fasst die wichtigsten Risikofaktoren zusammen. Dabei konnte in vielen Studien 
gezeigt werden, dass Übergewicht zu einem der wichtigsten Faktoren für die Entstehung von 
Gallensteinen zählt. Beispielsweise wurde in einer japanischen Studie demonstriert, dass die 
Höhe des BMI bei Männern mittleren Alters signifikant mit dem Risiko zur Entwicklung von 
asymptomatischen und symptomatischen Gallensteinen korreliert (Kodama et al., 1999).  
Auch Stampfer et al. fanden heraus, dass Frauen mit einem BMI größer als 45 ein siebenfach 
höheres Risiko haben, an Gallensteinen zu erkranken, als Frauen mit einem BMI kleiner als 
24 (Stampfer et al., 1992).  
Die Tendenz zu einer erhöhten Gallensteinprävalenz bei übergewichtigen Patienten ist am 
ehesten auf eine Übersättigung der Galle mit Cholesterin und eine erhöhte hepatische 
Cholesterinsynthese zurückzuführen (Einarsson, 1992; Méndez et al., 1996). Darüber hinaus 
scheint bei adipösen Patienten ein erhöhtes Gallenblasenvolumen vorzuliegen, das zu einer 
Hypomotilität der Gallenblase mit daraus resultierender Steinbildung führt (Palasciano et al., 
1992). Auch in der vorliegenden Arbeit fanden sich Unterschiede hinsichtlich des BMI 
zwischen Patienten mit Cholelithiasis und steinfreien Kontrollpersonen. Zwar konnte eine 
signifikante Differenz nur zwischen symptomatischen Gallensteinträgern und Kontrollen 
gefunden werden (p=0,04), doch wenn man symptomatische Patienten als 
Gallensteinpatienten mit stärker ausgeprägtem Phänotypen betrachtet, passt diese 
Beobachtung gut zu den bisher erhobenen Studienergebnissen.  
Zur Entstehung der Cholelithiasis trägt neben dem BMI erwiesenermaßen auch der 
Cholesterinmetabolismus bei. So führt ein Ungleichgewicht zwischen Gallensäuren und 
Cholesterin zu einer Übersättigung der Galle mit konsekutiver Steinbildung. Da Übergewicht 
einen wichtigen Risikofaktor der Cholelithiasis darstellt, könnte man annehmen, dass bei 
Patienten mit Gallensteinen, ob symptomatisch oder asymptomatisch, erhöhte Serum-
Cholesterinkonzentrationen gefunden werden können. In der vorliegenden Arbeit konnte 
jedoch eine inverse Assoziation zwischen den Blut-Cholesterinkonzentrationen und der 
Cholelithiasis nachgewiesen werden. Symptomatische Patienten, die als Gallensteinpatienten 
mit stärkerem Phänotyp angesehen werden können, wiesen signifikant geringere Serum-
Cholesterinkonzentrationen auf, als steinfreie Kontrollpersonen (p=0,005).  
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Dieses Ergebnis passt zu den Beobachtungen von Duque et al., bei denen ebenfalls eine 
inverse Assoziation zwischen der Plasma-Cholesterinkonzentration und der 
Gallenblasenerkrankung gezeigt werden konnte (Duque et al., 1999). Auch in einer 
japanischen Studie wurden bei Patienten mit vorausgegangener Cholezytektomie erniedrigte 
Plasma-Cholesterinkonzentrationen nachgewiesen (Suminori Kono, 1988). Auch Thijs et al. 
fanden eine schwache negative Assoziation (Thijs et al., 1990). Sodhi et Kudchodkar führen 
dies auf zwei verschiedene Cholesterinvorräte in der Leber zurück. Sie vermuten, dass zum 
einen ein anabolischer Vorrat existiert, in dem das in der Leber hergestellte Cholesterin und 
das Nahrungscholesterin für die Bildung von Gewebs- und Plasmaproteinen verwendet wird, 
und zum anderen ein katabolischer Vorrat, von dem das biliäre Cholesterin und die 
Gallensäuren abgeleitet werden. Sie nehmen an, dass sich ein erhöhter 
Cholesterinkatabolismus in niedrigeren Plasmakonzentrationen widerspiegelt (Sodhi et 
Kudchodkar, 1973). Geänderte Ernährungsgewohnheiten bzw. eine medikamentöse Senkung 
des Cholesterins beim Vorliegen von symptomatischen Gallensteinen könnten ebenfalls für 
die niedrigeren Cholesterinkonzentrationen im Serum verantwortlich gemacht werden. 
Möglicherweise wird sogar durch eine Cholezystektomie der Cholesterinmetabolismus 
verändert (Strom et al., 1986, Shaffer et Small, 1977).  
In der vorliegenden Studie wurden die Cholesterinkonzentrationen im Serum bei den 
symptomatischen Patienten nicht zum Zeitpunkt der aktuellen Symptomatik erhoben. Aus 
diesem Grund ist die Interpretation der Laborbefunde hier kritisch zu bewerten. 
 
 
4.2 Genetische Variationen des distalen CXC-Chemokinclusters bei Patienten mit 
symptomatischer Cholelithiasis 
Die Cholelithiasis ist eine komplexe Erkrankung, deren Pathogenese von verschiedenen 
Faktoren beeinflusst wird. Neben Umweltfaktoren wurde bereits 1925 die Bedeutung von 
genetischen Faktoren diskutiert, als im Rahmen von Familienstudien deutlich wurde, dass die 
Inzidenz der Cholelithiasis bei Familienmitgliedern von betroffenen Personen signifikant 
höher war, als bei steinfreien Patienten (Huddy,1925). Diese Erkenntnis konnte in vielen 
weiteren Familienstudien bestätigt werden (Danzinger et al., 1972; Sarin et al., 1995). Die 
unterschiedliche geographische und ethnische Verteilung der Prävalenz der Cholelithiasis 
deutet ebenfalls auf den Einfluss von genetischen Faktoren hin (Lammert et Sauerbruch, 
2005; Paigen et Carey, 2002).  
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Das Problem dieser Beobachtungen liegt darin, dass nicht eindeutig nachgewiesen werden 
kann, ob die Entwicklung einer Cholelithiasis mehr auf genetischer Veranlagung beruht oder 
auf Umweltfaktoren, die innerhalb dieser Populationen gleich sind.  
Zwillingsstudien allerdings können schlüssige Hinweise auf eine genetische Disposition 
geben. So konnte bereits in den 50er Jahren in einer Dänischen und Australischen Studie 
gezeigt werden, dass die Konkordanzrate für Gallensteine bei monozygoten Zwillingen 
signifikant höher war, als bei Dizygoten (Harvald et Hauge, 1956; Doig, 1957). Eine neuere 
Analyse an Zwillingen des Schwedischen Zwillingsregisters bestätigt diese Beobachtung und 
stellt darüber hinaus fest, dass die Konkordanzrate bei jüngeren Zwillingspaaren höher ist, als 
bei Älteren (Katsika et al., 2004). Um den genetischen Hintergrund des Gallensteinleidens zu 
untersuchen, wurden Tiermodelle herangezogen, da man davon ausgeht, dass ein hoher 
Verwandtschaftsgrad zwischen dem menschlichen Genom und dem Genom anderer 
Säugetiere besteht. Kreuzungsversuche im Mausmodell haben mit Hilfe der Quantitative Trait 
Locus (QTL)-Analyse Gallensteinloci identifiziert und zur Erstellung einer murinen 
Gallensteinkarte geführt (Lammert et al., 2001). Die meisten dieser so genannten Lith-Gene 
kodieren für Proteine, die die Lipid-Homöostase beeinflussen, wie kanalikuläre Lipid-
Transporter oder Enzyme, die am hepatischen Cholesterinmetabolismus beteiligt sind.  
Nur selten tragen Mutationen in einem einzelnen Gen zur Entstehung der Cholelithiasis bei. 
In den meisten Fällen sind eine Vielzahl von Polymorphismen in verschiedenen Genen und 
zahlreiche exogene Faktoren an ihrer Entstehung beteiligt, was die Cholelithiasis zu einer 
genetisch komplexen Erkrankung macht. Neue Erkenntnisse deuten darauf hin, dass die 
Entwicklung einer Cholelithiasis nicht nur durch Störungen des Cholesterin-Gleichgewichts 
ausgelöst wird, sondern dass Entzündungsvorgänge maßgeblich an der Entstehung einer 
lithogenen Galle beteiligt sind (Lyons et Wittenburg, 2006). So scheinen unterschiedliche 
Entzündungsprozesse in allen drei Eckpfeilern der Gallensteinpathogenese eine Rolle zu 
spielen. Bakterielle Lipopolysaccharide und Zytokine wie IL-1 und TNF stimulieren 
beispielsweise die hepatische Cholesterinsynthese und tragen somit zu einer Übersättigung 
der Gallenblase mit Cholesterin bei (Feingold et al., 1989). Gleichzeitig verringern sie die 
Biosynthese von Gallensäuren und senken dadurch die Löslichkeit von Cholesterin in der 
Gallenblase (Feingold et al., 1996). Die Nukleation von Cholesterinkristallen wird überdies 
durch Arachidonsäure und Prostaglandine über die Synthese und Sekretion von Mucin aus 
dem Gallenblasenepithel gefördert (LaMont et al., 1983). Mucin wiederum erhöht die biliäre 
Viskosität und verringert dadurch den Fluss im Ductus cysticus und die Entleerung der 
Gallenblase, was ein weiterer wichtiger Faktor für die Entstehung der Cholelithiasis ist 
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(Jungst et al., 2001). Die Hypomotilität wird darüber hinaus durch Entzündungsmediatoren 
wie TGFβ gefördert, die maßgeblich an Fibrosevorgängen beteiligt sind (Koninger et al., 
2005). Neben diesen drei klassischen Co-Voraussetzungen zur Entstehung einer 
Cholelithiasis, deuten neue Erkenntnisse darauf hin, dass auch bakterielle Infektionen die 
Entstehung von Gallensteinen begünstigen können. So konnte in Inzuchtmäusen eine um 
vierzig- bis achtzig Prozent höhere Gallensteinprävalenz in denjenigen Stämmen gefunden 
werden, die zuvor mit Helicobacter bilis oder hepaticus infiziert worden waren (Maurer et al., 
2005). Auch in anderen Studien konnten weitere Helicobacter-Stämme in entzündeten 
Gallenblasen identifiziert werden (Fox et al., 1998; Matsukura et al., 2002). In anderen 
Studien fehlt dieser Zusammenhang (Rudi et al., 1999; Mendez-Sanchez et al., 2001) oder es 
findet sich neben diesen Helicobacter Spezies eine Assoziation zu anderen Bakterien 
(Swidsinski et al., 1995). Die Erkenntnis darüber, dass die Entwicklung einer lithogenen Galle 
wesentlich durch verschiedene Entzündungsprozesse beeinflusst wird, impliziert auch, dass 
Variationen in Genen, die für diese Entzündungsproteine kodieren, die Entstehung der 
Cholelithiasis maßgeblich bestimmen können. Möglicherweise kodieren die so genannten 
LITH-Gene sogar für Entzündungsmediatoren oder sie sind mit ihren Genen co-lokalisiert.  
In Anlehnung an diese Erkenntnisse, sollte in der vorliegenden Arbeit überprüft werden, ob 
bei Patienten mit symptomatischer Cholelithiasis, die als Gallensteinleiden mit stärker 
ausgeprägtem Phänotyp angesehen werden kann, eine erhöhte Entzündungsbereitschaft 
vorliegt und ob diese auf Polymorphismen von Genen zurückzuführen ist, die für 
Entzündungsproteine kodieren.  
Die Auswahl geeigneter SNPs erfolgte dazu in Anlehnung an eine murine QTL Analyse und 
eine humane Haplotypanalyse bei Patienten mit Leberfibrose. Hier konnte das distale 
Chemokincluster mit seinen Genen CXCL9, 10 und 11 als ein Ort identifiziert werden, der 
maßgeblich an der Modifizierung der Leberfibrogenese beteiligt ist. 
Unter Zuhilfenahme des PHASE 2.0. Algorithmus erfolgte eine komplette Auflösung der 
Haplotypstruktur des untersuchten Lokus. Von den 22 ermittelten Haplotypen wurden die 5 
häufigsten ausgewählt und ihre Prävalenz zwischen den drei Untergruppen (symptomatische 
Cholelithiasis, asymptomatische Cholelithiasis und Kontrollen) miteinander verglichen.  
Dabei ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Prävalenz des Haplotypen 
dCXC_4 bei symptomatischen Gallensteinträgern und steinfreien Kontrollpersonen (p<0,03). 
Bei Patienten mit symptomatischer Cholelithiasis ließ sich der Haplotyp dCXC_4 signifikant 
seltener nachweisen. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass dem Haplotyp dCXC_4 ein 
protektiver Effekt zuzuschreiben ist und sein Vorhandensein die Entstehung der 
Diskussion  52 
symptomatischen Cholelithiasis verhindert. Auf der anderen Seite scheint seine Abwesenheit 
die Entwicklung von Symptomen oder Komplikationen beim Vorliegen einer lithogenen 
Galle zu fördern. Dieses Resultat verdeutlicht, dass Polymorphismen des distalen 
Chemokinclusters den weiteren Verlauf einer Krankheit maßgeblich beeinflussen. 
Gleichzeitig stellt es die hohe Relevanz des Haplotypen dCXC_4 als funktionellen Haplotyp 
heraus. Sein hoher Stellenwert konnte bereits in einer humanen Assoziationsstudie an 
Patienten mit chronischer Hepatits C in zwei voneinander unabhängigen Patientenkollektiven 
(Aachen und Berlin) nachgewiesen werden. Bei diesen Patienten korrelierte der Schweregrad 
der Fibrose positiv mit dem Vorhandensein von dCXC_4. Zusätzlich wurde zur weiteren 
Charakterisierung bei 77 gesunden Versuchspersonen, die entweder den Haplotyp dCXC_4 
definierenden SNP rs3733236 trugen oder nicht trugen die CXCL9 Serumkonzentration 
bestimmt und miteinander verglichen. Dabei stellte sich eine signifikante Assoziation 
zwischen dem den Haplotyp dCXC_4 definierenden SNP rs3733236 und der 
Serumkonzentration von CXCL9 heraus. Bei Personen, bei denen der Haplotyp dCXC_4 
nachgewiesen werden konnte, wurden signifikant höhere CXCL9 Serumspiegel gemessen, als 
bei dCXC_4 negativen Probanden (p<0,001).  
Dass Genvariationen der Gene CXCL9, 10 und 11 nicht nur bei der symptomatischen  
Cholelithiasis eine entscheidende Rolle spielen, sondern auch andere Krankheitsbilder 
beeinflussen, zeigt eine neue genetische Studie von Lacher et al. Sie untersuchten Kinder, die 
an einer chronisch entzündlichen Darmerkrankung wie der Colitis ulcerosa oder dem           
Morbus Crohn litten und versuchten genetische Unterschiede zu gesunden Kontrollpersonen 
aufzudecken. Dabei stellte sich heraus, dass der 77147452 GA Polymorphismus im Gen 
CXCL9 signifikant das Risiko senkte, an Morbus Crohn zu erkranken. Kinder, die homozygot 
für das Wildtypallel waren, hatten ein signifikant höheres Risiko an M. Crohn zu erkranken. 
Das Risiko für die Entwicklung einer Colitis ulcerosa wurde dabei nicht verändert (Lacher et 
al., 2007). Hinsichtlich der Entwicklung einer Morbus Crohn Erkrankung kann dieser 
Polymorphismus ebenso wie der Haplotyp dCXC_4 bei der symptomatischen Cholelithiasis 
als protektiv gewertet werden.  
Die Genprodukte des distalen Chemokinclusters sind bei vielen entzündlichen Erkrankungen 
stark mit dem Schweregrad der Krankheit assoziiert. Dies wird in verschiedenen Studien 
deutlich. So konnten Lacher et al. in einer Studie an Kindern mit chronisch entzündlichen 
Darmerkrankungen wie der Colitis ulcerosa und dem Morbus Crohn im Darmgewebe von 
erkrankten Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen erhöhte CXCL9 Expressionen 
nachweisen. Auch die Expression des CXCL9-Rezeptors CXCR3 war bei diesen Patienten 
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stark erhöht. Im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen konnten bei Patienten mit Morbus 
Crohn ebenfalls signifikant höhere Serumkonzentrationen sowohl von CXCL9, als auch von 
CXCL10 und 11 gemessen werden (Lacher et al., 2007). In einer neuen Studie von Singh et 
al. wurde die Expression des Chemokins CXCL10 mit seinem Rezeptor CXCR3 im 
Pankreasgewebe von Patienten mit chronischer Pankreatits untersucht. Dabei zeigten sich im 
Gegensatz zu gesunden Kontrollpersonen  signifikant höhere Konzentrationen von CXCL10 
und CXCR3 im Gewebe von Patienten mit chronischer Pankreatitis. Gleichzeitig korrelierte 
ihre Expression positiv mit dem histopathologischen Entzündungsgrad. Ebenso war auch die 
Konzentration anderer Chemokine wie dem CXCL9 und 11 im Pankreasgewebe erkrankter 
Patienten erhöht (Singh et al., 2007).  
Auch bei der Entwicklung der Leberzirrhose spielen Chemokine eine große Rolle. So 
korreliert beispielsweise der CXCL10 Spiegel mit dem Schweregrad der Erkrankung, der 
Histologie und dem hepatozellulären Zelltod, vor allem bei einer Co-Infektion mit dem 
Hepatits C Virus (Bone-Larson et al., 2000).  
Die drei Chemokine CXCL9 (Mig), CXCL10 (IP-10) und CXCL11 (IP-9, I-TAC) gehören 
zur Gruppe der non-ELR-CXC Chemokine mit anti-angiogenetischer Wirkung (Bone-Larson 
et al., 2000). Neben ihrer benachbarten Lokalisation auf dem Chromosom 4q21.1 teilen sie 
noch weitere Gemeinsamkeiten. So wirken sie chemotaktisch auf stimulierte T-Zellen, 
während sie die Aktivität von ruhenden T-Zellen und Neutrophilen nicht beeinflussen (Liao et 
al., 1995). Ihre Induktion in Makrophagen und Endothelzellen wird vor allem von IFN-γ 
gesteuert (Farber, 1990). Über die Bindung an den gemeinsamen CXCR3-Rezeptor sind sie 
an ähnlichen Vorgängen beteiligt, wie z.B. der Inhibition von Neovaskularisationprozessen, 
der Hemmung von hämatopoetischen Progenitor-Zellen und anti-tumorösen Effekten (Farber, 
1997). Obwohl der CXCR3-Rezeptor in einem 10fach geringerem Maß auch auf Th2-Zellen 
zu finden ist (Sallusto et Lanzavecchia, 2000), übt er seine Funktion hauptsächlich über die 
Expression auf Th1 Zellen aus. Neben ihrer Funktion als Mediatoren der zellvermittelten und 
humoralen Immunität gegen intrazellulär gelegene Keime (Luther et Cyster, 2001), spielen 
Th1-Zellen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung chronisch entzündlicher Läsionen 
(Bonecchi et al., 1998). So werden auch die an CXCR3 bindenden Chemokine bevorzugt in 
chronisch entzündlichen Erkrankungen wie der Rheumatoiden Arthritis, der Artherosklerose 
oder der Multiplen Sklerose gefunden (Moser et Loetscher, 2001). Weitere Beispiele für 
Krankheiten, in denen eine erhöhte IFN-γ induzierte Chemokinexpression mit konsekutiver 
Th1-Invasion gefunden wird, sind einige Autoimmunkrankheiten, Hypersensitiviätsreaktionen 
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vom Verzögerungstyp, Transplantatabstoßungen und einige virale Infektionen (Cole et al., 
1998).  
Es ist unverkennbar, dass das Zusammenspiel der Chemokine ein sehr komplexes Ereignis ist. 
Die Regulation ihrer Expression ist von großer Bedeutung für die Kontrolle des 
Leukozytenverkehrs unter normalen und inflammatorischen Bedingungen, da eine 
unausgeglichene und unangemessene Expression dieser Moleküle zu zerstörerischen 
Infiltraten und Gewebsschäden führen kann (DeVries et al., 1999).  
Zusammenfassend lässt sich über die Chemokine des distalen Chemokinclusters sagen, dass 
sie einerseits durch die Rekrutierung von Th1 Zellen bei chronisch-entzündlichen Läsionen 
eine wichtige Rolle spielen und andererseits durch ihre anti-angiogenetische und anti-
tumoröse Wirkung wichtige protektive Eigenschaften besitzen.  
Inwieweit das Zusammenspiel der Chemokine bei Patienten mit symptomatischer 
Cholelithiasis gestört ist und somit das Vollbild der Erkrankung auslöst, ist noch unklar.  
Möglicherweise kommt es bei diesen Patienten durch genetische Variationen zu einer 
unausgeglichenen und unangemessenen Expression der Chemokine, was über eine Störung 
des Leukozytenverkehrs mit Verschiebung des Th1 und Th2 Gleichgewichts zu einer 
unangebrachten Entzündungsreaktion führt. Die histologische Aufarbeitung entnommener 
Gallenblasen von symptomatischen Patienten und die Bestimmung der Art des entzündlichen 
Infiltrats und der vorherrschende Chemokinpopulation wäre ein weiterer wichtiger Schritt, der 
zum Verständnis dieses komplexen Zusammenspiels beitragen würde.  
Die vorliegende Arbeit ist ein wichtiger Beitrag zum Verständnis des komplexen 
Erkrankungsbildes der symptomatischen Cholelithiasis. Anlehnend an die Erkenntnisse von 
Lyons und Wittenburg, konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Polymorphismen von 
Genen, die für Entzündungsproteine kodieren, einen wesentlichen Einfluss auf den 
Krankheitsverlauf der Cholelithiasis nehmen. Neben zahlreichen anderen Entzündungs-
mediatoren, trägt das distale Chemokincluster mit seinen Genprodukten CXCL9, 10 und 11 
erheblich zu einer veränderten Entzündungsbereitschaft bei symptomatischen 
Gallensteinpatienten bei.  
Wichtig ist die Erkenntnis darüber, dass nicht nur ein einzelner Gendefekt, sondern eine 
Vielzahl von Mutationen das Krankheitsbild beeinflussen und dass die genetische 
Prädisposition alleine nicht für die Krankheitsentstehung ausreicht, sondern vielmehr, dass 
genetisch disponierte Patienten beim Einwirken von exogenen Risikofaktoren stärker 
gefährdet sind. 
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 Zukünftige Assoziationsstudien, die das gesamte Genom untersuchen, sollten das Ziel 
verfolgen, weitere „Gallenstein-Gene“ beim Menschen aufzudecken. Die Kenntnis über alle 
Genvariationen, die die Cholelithiasis beeinträchtigen, würde die Möglichkeit bieten, bei 
jedem Patienten eine individuelle Risikostratefizierung durchzuführen, um dann gezielt 
Präventions- bzw. Therapiemaßnahmen vorzunehmen. Bei Patienten, die keine genetische 
Disposition aufweisen, könnte bereits durch Ausschaltung äußerer Umweltfaktoren eine 
Risikominimierung erfolgen. Genetisch prädisponierte Patienten könnten durch gezielte 
prophylaktische Therapiemaßnahmen vor dem Ausbruch der Erkrankung geschützt werden, 
beispielsweise durch antiinflammatorische und antimikrobielle Substanzen, oder durch 
Medikamente, die die Lipid-Homöostase günstig beeinflussen.  
 
 
 
4.3 Genetische Assoziationen mit lithogenen Risikofaktoren 
In der vorliegenden Arbeit wurde der Haplotyp dCXC_4 bei steinfreien Patienten signifikant 
häufiger nachgewiesen. Ebenfalls zeigte sich, dass Patienten mit diesem Haplotyp signifikant 
geringere Serum-Glucosekonzentrationen aufwiesen. Umgekehrt lassen diese Beobachtungen 
den Schluss zu, dass bei symptomatischen Gallensteinpatienten, bei denen der Haplotyp 
dCXC_4 signifikant seltener zu finden ist, höhere Blut-Glucosekonzentrationen gemessen 
werden können. Die erhobenen Mittelwerte liegen zwar nicht im Bereich einer 
Glucosetoleranzstörung oder eines manifesten Diabetes mellitus, doch ist die Tendenz zu 
einer Glucoseverwertungsstörung bei diesen Patienten gegeben. Dieses Ergebnis lässt sich mit 
dem Wissensstand der aktuell verfügbaren Literatur vereinbaren. In vielen Studien wird von 
einer Assoziation des Diabetes mellitus mit der Cholelithiasis berichtet. De Santis et al. 
fanden eine signifikant höhere Prävalenz des Diabetes mellitus bei Patienten mit 
Gallensteinen als bei steinfreien Kontrollpersonen (De Santis et al., 1997). Dies scheint zum 
einen an einer Übersättigung der Galle mit Cholesterin (Ponz et al., 1978), zum anderen an 
einem erhöhten Nüchtern-Gallenblasenvolumen bei Diabetikern zu liegen, was für eine 
Hypotonie der Gallenblase spricht (Gitelson et al., 1969). Darüber hinaus ist bei diesen 
Patienten die Auswurffraktion sowohl nach Stimulation mit Cholecystokinin als auch nach 
fetthaltiger Mahlzeit reduziert (Dilengite et al., 1994). Die verringerte Gallenblasenmotilität 
bei Diabetikern ist auf die diabetische Neuropathie zurückzuführen, die entweder die 
Ansprechbarkeit der Gallenblase auf einen Cholecystokininstimulus herabsetzt (Stone et al., 
1988) oder den Vagus-Tonus senkt (Fisher et al., 1985).  
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Neben dieser Assoziation des Diabetes mellitus und der Cholelithiasis deuten weitere Studien 
auf einen Zusammenhang zwischen der Höhe des Serum-Insulinspiegels und dem 
Gallensteinleiden hin. So fanden Laakso et al. heraus, dass bei Patienten mit Cholelithiasis 
erhöhte Nüchtern-Insulin-Spiegel gemessen werden können, egal ob ein Diabetes vorliegt 
oder nicht (Laakso et al., 1990). Auch Tang kommt zu diesem Ergebnis und führt dies auf 
eine Erhöhung der HMG-CoA-Reduktase-Aktivität durch Insulin zurück, die zu einer 
vermehrten Synthese von Cholesterin in der Leber führt (Tang, 1996).  
Eine weitere Erklärung für die Entstehung von Gallensteinen bei erhöhten Insulinspiegeln 
liefern Hugo et al. Sie fanden heraus, dass sowohl eine akute Hyperglycämie, als auch eine 
akute Hyperinsulinämie den Auswurf von basalem duodenalen Bilirubin reduzieren und die 
Entleerung der Gallenblase nach Stimulation mit niedrig dosiertem Cholecystokinin 
inhibieren (Hugo et al., 1998).  
Nach Ruhl und Everhart sind der Diabetes mellitus und die Hyperinsulinämie zwei 
voneinander unabhängige Risikofaktoren für die Pathogenese der Cholelithiasis. Zwar haben 
nicht-insulinpflichtige Diabetiker aufgrund der Insulinresistenz erhöhte Nüchtern-
Insulinspiegel, doch fand man auch bei Nichtdiabetikern eine Assoziation zwischen hohen 
Insulinspiegeln und der Cholelithiasis (Ruhl et  Everhart, 2000). Dies wird zum einen auf eine 
erhöhte Sättigung der Galle mit Cholesterin zurückgeführt, zum anderen auf eine verminderte 
Gallenblasenmotilität. Vermutlich erhöht Insulin die Aktivität der HMG-CoA-Reduktase 
(Nepokroeff et al., 1974), oder es aktiviert LDL-Rezeptoren auf der Leber, was zu einer 
erhöhten Aufnahme von LDL-Cholesterin führt (Chait et al., 1979).  
 Um zu überprüfen, ob sich diese Assoziation zwischen der Hyperinsulinämie und der 
Cholelithiasis auch auf die Patienten der vorliegenden Studie übertragen lässt, müsste eine 
Bestimmung des Nüchtern-Serum-Insulins oder sogar des C-Peptids erfolgen. Letzteres wird 
in äquimolarer Menge zusammen mit Insulin aus dem Pankreas ausgeschüttet und hat den 
Vorteil, dass es im Gegensatz zu Insulin bei der Passage durch die Leber nicht metabolisiert 
wird und somit präziser die Insulinsekretion reflektiert.    
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4.4 Klinischer Ausblick 
Die vorliegende Studie ist eine humane Assoziationsstudie, die an eine QTL-Analyse anlehnt, 
in der das distale CXC-Chemokincluster auf dem murinen Chromosom 5 als ein genetischer 
Locus identifiziert werden konnte, der die Leberfibrogenese maßgeblich modifiziert. Um zu 
sehen, ob Polymorphismen der Gene CXCL9, 10 und 11 ebenfalls mit der Entstehung der 
symptomatischen Cholelithiasis assoziiert sind, wurden genotypische Untersuchungen an 
Patienten mit symptomatischer und asymptomatischer Cholelithiasis sowie an entsprechend 
gematchten Kontrollen durchgeführt.  
 
 Anlehnend an die Ergebnisse der QTL-Analyse, in denen das Vorhandensein des Haplotypen 
dCXC_4 mit dem Schweregrad der Leberfibrose bei Patienten mit chronischer Hepatits C 
assoziiert war, stellte sich der Haplotyp dCXC_4 auch in der vorliegenden Studie als 
funktioneller Haplotyp heraus. Bei Patienten mit symptomatischer Cholelithiasis wurde 
allerdings eine inverse Assoziation gefunden, das heißt, dass dCXC_4 bei diesen Patienten 
signifikant seltener nachgewiesen wurde, während er bei steinfreien Patienten signifikant 
häufiger vorhanden war. In Bezug auf die Entwicklung der symptomatischen Cholelithiasis 
kann er somit als protektiver Faktor bewertet werden. Seine große Bedeutung als 
funktioneller Haplotyp konnte daneben in einer Versuchsreihe an gesunden Personen 
herausgestellt werden. Hier zeigte sich eine signifikante, positive Korrelation zwischen der 
Serumkonzentration von CXCL9 und dem Vorhandensein von dCXC_4. Darüber hinaus fand 
sich bei den Patienten der vorliegenden Studie ein inverser, signifikanter Zusammenhang 
zwischen der Serum-Glucosekonzentration und dem Haplotyp dCXC_4. Bei Patienten, die 
den Haplotyp dCXC_4 trugen, war die Serum-Glucosekonzentration signifikant niedriger, als 
bei dCXC_4 negativen Patienten. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen, dass Polymorphismen des distalen CXC-
Chemokinclusters nicht nur starken Einfluss auf die Entwicklung der Leberfibrose haben, 
sondern ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Entstehung der symptomatischen Cholelithiasis 
spielen. Da die Symptomatik unter anderem Folge einer akuten Entzündungsreaktion ist und 
auf dem komplexen Zusammenspiel verschiedener immunoregulatorischer Proteine beruht, 
macht es Sinn, weitere genetische Analysen anzuschließen. Dabei sollte das Augenmerk auf 
Polymorphismen von Genen gerichtet werden, die für Proteine kodieren, die in diese 
komplexen Entzündungsreaktionen involviert sind. So sollten bei der Genotypisierung 
beispielsweise nicht nur Chemokinliganden, sondern auch Chemokinrezeptoren und Cytokine 
berücksichtigt werden. Mit Hilfe von Studien, die das gesamte Genom überspannen 
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(„genome-wide-scans“), könnten dabei bisher noch unbekannte Genloci identifiziert werden. 
Überdies müssten zusätzliche QTL-Analysen durchgeführt werden, um weitere Gene 
aufzudecken, die im Zusammenhang mit der symptomatischen Cholelithiasis stehen. 
Histologische Untersuchungen von entnommenen Gallenblasen könnten dabei nützliche 
Informationen über die Art des entzündlichen Infiltrats liefern. Um diese Resultate auch in 
anderen Studienpopulationen zu bestätigen, müssten weitere Studien mit größeren Fallzahlen 
durchgeführt werden. Dies könnte mit Hilfe so genannter zentraler „Biobanken“ erfolgen. Die 
schnelle Entwicklung der labortechnischen Genotypisierungsmethoden, sowie öffentlich 
zugängliche Daten des humanen Genomprojekts und der humanen Haplotypkarte erleichtern 
zukünftigen Studien die Aufklärung genetischer Risikofaktoren der symptomatischen 
Cholelithiasis.   
Sobald sämtliche Polymorphismen, die die symptomatische Cholelithiasis beeinflussen, 
identifiziert sind, könnten genetische Screeninguntersuchungen für jeden Patienten eine 
individuelle Risikoabschätzung liefern. Besonders bei Patienten mit weiteren wichtigen 
Risikofaktoren wie der Hyperinsulinämie ist eine frühzeitige Erkennung sinnvoll, um 
rechtzeitig therapeutisch intervenieren zu können. Ziel sollte es sein, Patienten mit den 
krankheitsverursachenden SNPs bzw. Haplotypen zu erkennen und eine entsprechende 
Therapie einzuleiten, sobald, bzw. bevor Symptome auftreten. Mögliche Ansatzpunkte sind 
hier die gezielte Blockade von Chemokinen oder Chemokinrezeptoren bzw. Antikörper, die 
gegen bestimmte Cytokine gerichtet sind. Möglicherweise könnte auch die gerichtete 
Ausschaltung von Matrixmetalloproteasen erfolgsversprechend sein, da sie durch 
proteolytische Spaltung die Regulation der Chemokine maßgeblich beeinflussen. Abhängig 
vom individuellen Risiko sollte eine primärpräventive Therapie bzw. neue diätische und 
pharmakologische Präventions- und Interventionsstrategien eingeleitet werden. Durch 
Vermeidung von kostenintensiven Operationen und komplikationsbedingten 
Krankenhausaufenthalten könnten durch Primärprävention Kosten gespart werden, was unter 
gesundheitsökonomischen Aspekten sinnvoll erscheint.  
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5 Zusammenfassung 
Das Gallensteinleiden mit seiner stärksten Ausdrucksform, der symptomatischen 
Cholelithiasis, ist eine komplexe Erkrankung, deren Entstehung auf dem Zusammenspiel 
verschiedener endogener als auch exogener Risikofaktoren beruht. Die für die Patienten 
äußerst schwere Symptomatik wird durch eine Druckerhöhung im Gallengang nach 
Verlegung durch ein Konkrement verursacht. Nach neueren Erkenntnissen führt diese 
Druckerhöhung zu einer Ausschüttung immunoregulatorischer Proteine aus dem 
Gallengangsepithel, woraus ein akuter Entzündungsvorgang resultiert.  
Mit der vorliegenden Arbeit sollte geklärt werden, ob Patienten mit symptomatischer 
Cholelithiasis eine erhöhte Entzündungsbereitschaft zeigen und ob diese auf Polymorphismen 
bestimmter Genabschnitte zurückzuführen ist, die für Entzündungsproteine kodieren. 
 
Im einzelnen wurden genetische Variationen (Polymorphismen) in den Kandidatengenen 
CXCL9, 10 und 11 ausgewählt und in einer Fall-Kontroll-Studie mit 106 gematchten Triplets 
bestehend aus symptomatischen und asymptomatischen Patienten sowie steinfreien 
Kontrollen analysiert, um Assoziationen zwischen diesen SNPs und der symptomatischen 
Cholelithiasis zu identifizieren. Die Auswahl dieser Kandidatengene erfolgte in Anlehnung an 
Kreuzungsversuche im Mausmodell, bei denen mit Hilfe der Quantitative Trait Locus (QTL)-
Analyse das distale CXC-Chemokincluster auf dem murinen Chromosom 5 als ein Genort 
identifiziert wurde, der die Leberfibrogenese maßgeblich modifiziert. Um den 
Informationsgehalt der genetischen Analyse zu steigern, wurden Haplotypanalysen 
angeschlossen. Die Erhebung klinisch-chemischer Parameter diente dem Zweck, mögliche 
Korrelationen zur symptomatischen Cholelithiasis aufzudecken und weitere Risikofaktoren zu 
identifizieren.  
 
Die Suche nach geeigneten Polymorphismen erfolgte mit Hilfe von elektronischen 
Datenbanken (NCBI LocusLink, JSNP Database, HGVbase). Die Auswahl wurde anhand 
ihrer Lokalisation und ihrer funktionellen Relevanz getroffen. Die molekularbiologische 
Genotypisierung erfolgte durch Einsatz allelischer Diskriminierung mittels Taqman. Für die 
anschließende Haplotypanalyse wurde der PHASE 2.0. Algorithmus verwendet.  
 
In der statistischen Analyse konnte für den SNP rs3733236 ein signifikanter Unterschied der 
Allelfrequenzen zwischen den symptomatischen Gallensteinträgern und den Kontrollpersonen 
nachgewiesen werden (p=0,046).  
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Bei der sich anschließenden Haplotypanalyse wurde unter den fünf am häufigsten ermittelten 
Haplotypen der durch den SNP rs3733236 definierte Haplotyp dCXC_4 als funktioneller 
Haplotyp aufgedeckt. Es stellte sich heraus, dass er bei Patienten mit symptomatischer 
Cholelithiasis signifikant seltener vorhanden war, als bei entsprechenden Kontrollpersonen 
(p<0,03). Somit ist er in Bezug auf die Entwicklung einer symptomatischen 
Gallensteinerkrankung als protektiv zu bewerten.  
Die Funktionalität dieses Haplotypen konnte in einer Versuchsreihe an gesunden Personen 
verdeutlicht werden. Hier korrelierte das Vorhandensein von dCXC_4 positiv mit der 
Serumkonzentration von CXCL9, die mittels ELISA bestimmt wurde (p<0,001). 
Darüber hinaus fand sich bei den Personen der vorliegenden Studie eine signifikante, negative 
Korrelation mit der Serum-Glucosekonzentration beim Vorhandensein von dCXC_4 
(p=0,036). 
Bei einer so komplexen Erkrankung, wie der symptomatischen Cholelithiasis, ist davon 
auszugehen, dass nicht nur eine einzelne Genveränderung den Krankheitsverlauf beeinflusst, 
sondern vielmehr, dass eine Vielzahl von Variationen auf verschiedenen Genen einen 
additiven Effekt auf das Krankheitsbild ausüben. Die Erkenntnisse der vorliegenden Studie 
unterstreichen aber die Relevanz von Genpolymorphismen des distalen Chemokinclusters, 
insbesondere die Bedeutung von dCXC_4 als ein funktioneller Haplotyp, der einen wichtigen 
Beitrag zur Krankheitsentstehung leistet.  
Zuletzt konnten durch die Erhebung klinisch-chemischer Parameter exogene Risikofaktoren 
für die Entstehung der symptomatischen Cholelithiasis identifiziert werden. Es zeigte sich 
dabei eine signifikante, positive Assoziation zwischen der Erkrankung und dem Body-Mass-
Index (p=0,04) und eine inverse Korrelation zum Serum-Cholesterinspiegel (p=0,005).  
 
Die vorliegende Studie verdeutlicht zum einen die Rolle exogener Einflussgrößen bei der 
Entstehung der symptomatischen Cholelithiasis, zum anderen unterstreicht sie die Bedeutung 
genetischer Risikofaktoren, die die Entstehung dieses Krankheitsbildes beeinflussen.  
Damit ist sie ein wichtiger Beitrag zur Aufklärung des molekularen Pathomechanismus dieser 
komplexen Erkrankung. Zukünftige Studien sollten sich auf die Identifizierung zusätzlicher 
Kandidatengene stützen, um weitere mögliche genetische Einflussfaktoren auf das 
Krankheitsbild der symptomatischen Cholelithiasis aufzudecken. Die Aufklärung von 
genetischen Prädispositionen könnte zukünftig ein entscheidender Schritt zur individuellen 
Risikoabschätzung, Prävention und Therapie der symptomatischen Cholelithiasis sein. 
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